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Zusammenfassung
MHC-II–Komplexe sind seit langer Zeit fu¨r eine ganze Reihe von Aufgaben abseits der
Antigen-Pra¨sentation bekannt. In dieser Arbeit wird der bisher noch relativ unbekann-
te Mechanismus der MHC-II–Signaltransduktion durch Superantigene T-Zell-unabha¨ngig
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass bei der Superantigen-vermittelten MHC-II–
Signaltransduktion das Vorhandensein von Lipid Rafts von großer Bedeutung ist. Zudem
wurde nachgewiesen, dass die Proteinkinase C (PKC) fu¨r die Signaltransduktion beno¨tigt
wird. Bei den verwendeten anti-MHC-II–Antiko¨rpern wurde die Zellaggregation durch
Hemmung der PKC nicht signifikant beeintra¨chtigt. Desweiteren ergaben die Versuche, dass
es fu¨r die Zellaggregation keine Bedeutung hat, ob die Superantigene homogene oder hete-
rogene Bindungsstellen fu¨r MHC-II haben sowie dass es durch MHC-II–Signaltransduktion
durch Superantigene nicht zu Apoptoseinduktion kommt.
Abstract
For a couple of years MHC-II complexes are known for many more assignments than
antigen presentation. In this thesis the quite unknown mechanism of superantigen-induced
T cell independent MHC-II–signaltransduction is investigated. It could be demonstrated
that the superantigen-induced MHC-II–signaltransduction depends on the existence of lipid
rafts. Another result was the finding that the proteinkinase C (PKC) pathway is involved
in signaltransduction. Cell aggregation induced by the used anti-MHC-II–antibodies was
not significantly decreased by blocking PKC. Furthermore the experiments show that there
is no difference in cell aggregation by superantigens with homogenic or heteogenic binding
sites for MHC-II, and that the superantigen-induced MHC-II–signaltransduction does not
induce apoptosis.
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1. Einleitung
Die Immunologie als Wissenschaft ist noch keine 100 Jahre alt. Obwohl Edward Jenner
bereits vor u¨ber 200 Jahren (1796) einen Jungen mit Kuhpocken impfte und so die Pocken-
impfung erfand, ohne Kenntnis u¨ber Krankheitserreger und Immunologie zu haben, wurde
das Immunsystem erst in der zweiten Ha¨lfte des 20. Jahrhunderts vollsta¨ndig bekannt.
Im 19. Jahrhundert konnte Robert Koch beweisen, dass Mikroorganismen fu¨r Infek-
tionskrankheiten verantwortlich sind. Louis Pasteur stellte um 1880 herum einen Chole-
raimpfstoff in Hu¨hnern her und entwickelte außerdem einen Impfstoff gegen Tollwut. 1890
entdeckten Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato wa¨hrend ihrer Assistenzzeit bei
Robert Koch, dass das Blutserum einer geimpften Person sogenannte Antiko¨rper entha¨lt,
die an bestimmte Krankheitserreger binden. Ausgehend von Tierversuchen zur Erzeugung
von Immunita¨t entwickelte Emil von Behring dann ein Antiko¨rperserum gegen Diphtherie,
wofu¨r er 1901 den ersten Nobelpreis fu¨r Medizin erhielt (Silverstein, 1989). Emil Metch-
nikoff pra¨gte den Begriff der “unspezifischen zellula¨ren Abwehr”, und auf Paul Ehrlich ist
der Begriff der “humoralen Abwehr” zuru¨ckzufu¨hren. Beide erhielten 1908 den Nobelpreis
fu¨r ihre Forschungen auf dem Gebiet der Immunologie.
Inzwischen weiß man, dass das Immunsystem einen wirksamen Schutz vor Infektio-
nen durch Viren, Bakterien, Parasiten und Pilze darstellt. Es dient vor allem der Abwehr
von Fremdstoffen, aber auch ko¨rpereigene entartete Zellen ko¨nnen vom Immunsystem er-
kannt und vernichtet werden. Ist die a¨ußere Schutzbarriere des Ko¨rpers, wie Schleimha¨ute,
Sekrete, Flimmerha¨rchen, Haut u.a., von einem Infektionserreger u¨berwunden, muß die
immunologische Abwehr eingreifen. Diese la¨ßt sich in eine unspezifische und eine spezifi-
sche Abwehr einteilen. Die unspezifische angeborene Abwehr ist die erste Verteidigungslinie
des Immunsystems. Zur angeborenen Abwehr geho¨ren die Natu¨rlichen Killer-Zellen (Nk-
Zellen) und die sogenannten Phagocyten wie Monocyten, Makrophagen und Granulocyten.
Lo¨sliche Faktoren sind Akut-Phase Proteine, Cytokine, Enzyme und die Komponenten des
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Komplementsystems.
Zur spezifischen Abwehr geho¨ren die T-Zellen, die B-Zellen und die von den B-Zellen
produzierten Antiko¨rper. Die spezifische Abwehr kommt zum Einsatz, wenn die unspezi-
fische Abwehr versagt, wenn es also die Zellen und lo¨slichen Faktoren der unspezifischen
Immunantwort nicht schaffen, die Erreger abzuwehren.
1.1 Superantigene
Bakterielle Superantigene sind Exotoxine, die von unterschiedlichen Bakterien produziert
werden. Superantigene sind kleine Moleku¨le von 119-268 Aminosa¨uren mit einem Mole-
kulargewicht zwischen 14.5 und 28.5 kDa (Lavoie et al., 1999). Hierbei ist das Yersinia
Pseudotuberkulose Mitogen (YPM) aus Yersinia pseudotuberculosis das kleinste Superan-
tigen mit 119 Aminosa¨uren und 14.5 kDa (Ito et al., 1995; Donadini et al., 2004), wa¨hrend
das Staphylokokken Enterotoxin J (SEJ) aus Staphylococcus aureus mit einer Moleku¨lmas-
se von 28.5 kDa das gro¨ßte der bisher charakterisierten Superantigene darstellt (Zhang
et al., 1998).
Die meisten bakteriellen Superantigene werden von gram-positiven Bakterien produ-
ziert. Außer den bakteriellen Superantigenen gibt es auch noch virale Superantigene, von
denen vor allem die Maus-Mamma-Tumorviren (MMTV) gut charakterisiert sind (Acha-
Orbea, 1992).
1988 entdeckte die Arbeitsgruppe um B. Fleischer eine heterogene Gruppe von Prote-
inen, die in der Lage waren, T-Zellen sehr effizient zu stimulieren (Fleischer und Schre-
zenmeier, 1988). Der Begriff Superantigen wurde 1989 von Marrack und Kappler gepra¨gt
(White et al., 1989), als die Arbeitsgruppe entdeckte, dass die mitogene Aktivita¨t durch
eine sehr starke Expansion von T-Zellen, die alle dieselbe Vβ-Doma¨ne des T-Zell-Rezeptors
(TCR) teilen, ausgelo¨st wird (Marrack und Kappler, 1990). Da sich das Prinzip der Su-
perantigene jedoch vo¨llig von dem der Antigene unterscheidet, ist dieser Name eigentlich
irrefu¨hrend. Antigene werden durch akzessorische Zellen phagozytiert und prozessiert. An-
schließend werden die Peptidfragmente in der Antigenbindungsgrube des Haupthistokom-
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patibilita¨tskomplexes (engl. major histocompatibility complex) MHC-II eingelagert und an
der Zelloberfla¨che pra¨sentiert.
Bei den Superantigenen kommt es nicht zur Phagocytose und folglich auch nicht zur
Prozessierung (Dellabona et al., 1990). Die Superantigene binden am MHC-II–Komplex au-
ßerhalb der Antigenbindungsgrube. Außerdem binden Superantigene an die Vβ-Kette der
variablen (V-) Region des T-Zell-Rezeptors eines T-Lymphozyten (Miethke et al., 1992;
Herman et al., 1991; Seth et al., 1994). Die Interaktion zwischen MHC-II–exprimierenden
Zellen und T-Zellen unterliegt weder der Selbstrestriktion noch der CD4-, CD8-Restriktion
durch den MHC-Komplex. Von den Vβ-Familien der TCRs sind inzwischen 24 bekannt.
Jedes Superantigen weist ein spezifisches Vβ-Repertoire auf und ist somit in der Lage,
alle T-Lymphozyten zu aktivieren, die diese spezifischen Vβ-Elemente exprimieren (oligo-
klonale Aktivierung). Dies hat zur Folge, dass ein Superantigen bis zu 20% der T-Zellen
aktivieren kann. Im Gegensatz dazu stimuliert ein Antigen nur ca. 0.0001-0.001% einer
T-Zellpopulation, da hier die T-Zelle nur auf einen spezifischen Antigen-MHC-Komplex
reagiert.
Durch die oligoklonale T-Zellstimulation der Superantigene kommt es zur Freisetzung
großer Mengen an pro-inflammatorischen Cytokinen, beispielsweise Tumornekrosefaktor
α (TNFα), Interleukin-1β (IL-1β) und T-Zell–Mediatoren wie IL-2, was zu Schock und
Fieber fu¨hren kann (Fast et al., 1989; Jupin et al., 1988; Pless et al., 2005). Außerdem
ko¨nnen auch autoreaktive T-Zellen, die normalerweise supprimiert werden, durch diesen
Vβ-spezifischen Mechanismus angeregt werden und so Autoimmunkrankheiten auslo¨sen
(Posnett et al., 1993). Inzwischen gibt es eine ganze Reihe von Erkrankungen, die mit
Superantigenen in Verbindung gebracht werden.
So sind beispielsweise die Enterotoxine A-E und G-J von Staphylococcus aureus (S.
aureus) als Magen-Darm-Trakt–Toxine erwiesener Maßen der Verursacher von Lebensmit-
telvergiftung (Alber et al., 1990). Das ebenfalls von S. aureus produzierte Toxische Schock
Syndrom Toxin-1 (TSST-1) ist verantwortlich fu¨r das Toxische Schock Syndrom, das durch
Multiorganversagen, neurologische Fehlfunktionen, Hypotension, Schock und hohes Fieber
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charakterisiert ist (McCormick et al., 2001b; Hopkins et al., 2005; Cohen, 2002; Mieth-
ke et al., 1992; Llewelyn et al., 2004). Superantigene von Streptokokken wiederum sind
Auslo¨ser fu¨r das Streptokokken Toxische Schock Syndrom (STSS) (Stevens, 1992) und das
Streptokokken Scharlachfieber (Reichard et al., 1992).
Desweiteren werden Hautkrankheiten wie die atopische Dermatitis (AD) und Psoria-
sis (AP), aber auch Erkrankungen wie Multiple Sklerose (MS), Diabetes Mellitus, das
Kawasaki-Syndrom sowie die rheumatoide Arthritis (RA) mit Superantigenen in Verbin-
dung gebracht. Außerdem za¨hlt das akute rheumatische Fieber (ARF) zu den durch Su-
perantigene ausgelo¨sten Krankheiten (Smoot et al., 2002).
Patienten mit atopischer Dermatitis, auch Neurodermitis genannt, weisen eine hohe
Anfa¨lligkeit fu¨r die Besiedelung und Infektion mit S. aureus auf. Bei u¨ber 50% von aus Pa-
tienten mit AP isolierten Sta¨mmen von S. aureus konnten Superantigene wie beispielsweise
SEA, SEB und TSST-1 nachgewiesen werden (Yarwood et al., 2000; Sohn et al., 2003), von
denen SEB und TSST-1 Mucosadurchga¨ngig sind (Hamad et al., 1997; Schlievert et al.,
2000). Psoriasis wurde mit Superantigenen in Verbindung gebracht, weil die Patienten eine
erho¨hte Anzahl an T-Zellen mit den Vβ-Elementen 2 und 5.1 aufweisen. Zudem gelang die
Isolierung von T-Zellen, die fu¨r Gruppe A-Streptokokken–Superantigene spezifisch sind,
aus erkrankten Hautpartien.
Tierversuche ergaben eine mo¨gliche Verbindung von Superantigenen und MS (Zamvil
und Steinman, 1990; Racke et al., 1994). Bei der MS handelt es sich um eine Autoimmun-
krankheit des Zentralen Nervensystems.
Auch beim insulinabha¨ngigen Diabetes Mellitus handelt es sich um eine Autoimmuner-
krankung. Der Pankreas wird durch die Zersto¨rung von pankreatischen β-Zellen gescha¨digt.
Diese Scha¨digung wird wahrscheinlich durch Vβ7+ T-Zellen ausgelo¨st, die durch einen
endogenen Retrovirus aktiviert werden (Conrad und Trucco, 1994; Conrad et al., 1997;
Marques et al., 2004).
Das sogenannte Kawasaki-Syndrom ist eine systemische Vaskulitis, die am ha¨ufigsten in
den ersten fu¨nf Lebensjahren auftritt. Charakteristisch fu¨r diese Krankheit ist u.a. eine Vβ
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2.1 T-Zell-Expansion, was auf die Beteiligung von Superantigenen schließen la¨ßt (Leung
et al., 1995; Yoshioka et al., 2003).
Eine Verbindung zwischen Superantigenen und rheumatoider Arthritis ergaben u.a.
Studien mit isolierten Vβ14+ T-Zellen von Patienten mit RA (Paliard et al., 1991; Kraft
et al., 1998).
Die Affinita¨t der Superantigene fu¨r die MHC-II–Komplexe variiert in Abha¨ngigkeit des
MHC-II–Moleku¨ls und des Superantigens (Herman et al., 1990; Thibodeau et al., 1994;
Alvarez-Ossario et al., 1997; Norrby-Teglund et al., 2002; Llewelyn et al., 2004). Alle bisher
untersuchten Superantigene, mit Ausnahme des Mycoplasma arthrithidis Mitogen (MAM),
zeigten eine ho¨here Affinita¨t zu humanem MHC-II als zu murinen MHC-II (Proft und Fra-
ser, 2003). Zusa¨tzlich zum MHC-II–Komplex gibt es fu¨r Superantigene auch noch weitere
Moleku¨le, die als Bindungspartner in Frage kommen (Herrmann et al., 1991; Avery et al.,
1994; Beharka et al., 1994; Lamphear und Bohach, 1998). Ein mo¨glicher Bindungspartner
ist das MHC-I–Moleku¨l (Ha¨ffner et al., 1996). 1999 zeigten Wright und Chapes, dass an
MHC-I gebundenes SEA fu¨r die Sekretion von TNF-α verantwortlich sein soll. 2000 nannten
Gregory et al. das CD1a-Moleku¨l als einen weiteren Bindungspartner fu¨r Superantigene.
CD1-Moleku¨le sind Glykoproteine, die Lipid-Antigene pra¨sentieren (Dutronc und Porcelli,
2002) und ebenso wie MHC-I–Moleku¨le nicht-kovalent mit β2-Mikroglobulin verbunden
sind.
Die Zahl der charakterisierten Superantigene steigt sta¨ndig weiter an. Von S. aureus
sind bisher die Enterotoxine A, B, C1-3, D, E, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q und U
sowie das TSST-1 charakterisiert, von Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) SPE-A1-5, -
C, -G, -H, -J, -L, M sowie die S. pyogenes mitogenen Exotoxine SMEZ1-24 und das S.
pyogenes Superantigen SSA. Außerdem gibt es das YPM aus Yersinia pseudotuberculo-
sis (Y. pseudotuberculosis) sowie das MAM aus Mycoplasma arthrithidis (M. arthrithidis)
(Letertre et al., 2003; Omoe et al., 2003; Proft et al., 2003). Untersuchungen von kris-
tallisierten Superantigenen ermo¨glichen die Einteilung der Superantigene in Familien und
Gruppen. Durch den Vergleich der Aminosa¨uresequenzen werden die bakteriellen Super-
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antigene zusa¨tzlich in unterschiedliche Subklassen eingeteilt (Papageorgiou und Acharya,
2000). SEB ist das erste Superantigen, von dem eine Kristallstruktur vero¨ffentlicht wur-
de (Swaminathan et al., 1992), die Kristallstruktur von SEA folgte ca. drei Jahre spa¨ter
(Schad et al., 1995; Sundstrom et al., 1996b). 2004 wurde nicht nur die Kristallstruktur
von SPEJ vero¨ffentlicht (Proft et al., 2004), sondern es gelang auch zum ersten Mal die
Kristallisation von Superantigenen aus gram-negativen Bakterien, dem YPMa aus Y. pseu-
dotuberculosis (Donadini et al., 2004) und dem MAM aus M. arthritidis, welches in der
Fa¨rbung gram-negativ ist, aber von der 16SrRNA zu den gram-positiven geho¨rt (Zhao
et al., 2004).
Die Isolierung der Kristallstrukturen von Superantigenen aus gram-positiven Bakteri-
en ergab bei allen eine konservierte Struktur aus zwei globula¨ren Doma¨nen: Die gro¨ßere
Doma¨ne befindet sich am C-terminalen Ende und wird als β-grasp-Motiv bezeichnet. Sie
ist durch eine zentrale α-Helix mit der kleineren N-terminalen Doma¨ne verbunden, die dem
klassischen OB-fold-Motiv a¨hnelt, welches in vielen bakteriellen, oligomeren moleku¨lbin-
denden Proteinen gefunden wurde (Swaminathan et al., 1992; Acharya et al., 1994; Papa-
georgiou et al., 1995; Schad et al., 1995; Sundstrom et al., 1996a; Roussel et al., 1997; Arcus
et al., 2000; Hakansson et al., 2000). Diese Doma¨ne bildet eine β-Faltblattstruktur, die an
den exponierten Positionen hauptsa¨chlich hydrophobe Reste aufweist (Papageorgiou, 1997;
Fraser et al., 2000).
Einige Superantigene, wie die Stapylokokken Enterotoxine A-Q, mit Ausnahme des
SEI, aus S. aureus, sowie die Superantigene SPEA und SSA aus S. pyogenes beno¨tigen
zum Aufbau einer intakten Doma¨ne eine Disulfidbru¨cke, wa¨hrend SEI und TSST-1 aus S.
aureus sowie SPEC und SMEZ aus S. pyogenes keine Disulfidbru¨cken brauchen (Ren et al.,
1994; Svensson et al., 1997; Munson et al., 1998; Lavoie et al., 1999; Monday und Bohach,
1999; Dinges et al., 2000; McCormick et al., 2001a,b; Orwin et al., 2001). SDM aus Strepto-
coccus dysgalactiae und das SPEH aus S. pyogenes bilden trotz vorhandener Cysteinreste
keine Disulfidbru¨cken aus (Arcus et al., 2000; T. et al., 2003). Die Cysteinreste des YPMa
aus Yersinia pseudotuberculosis befinden sich am C-terminalen Ende, wo es zur Disul-
Kapitel 1. Einleitung 7
fidbru¨ckenbildung kommt (Donadini et al., 2004). Das MAM aus Mycoplasma arthritidis
besitzt keine Cysteinreste (Cole et al., 1996; Zhao et al., 2004). Die Proteinfaltungen von
YPMa und MAM unterscheiden sich sowohl von den Strukturen der Superantigene aus
gram-positiven Bakterien, als auch voneinander. MAM besitzt ein vier-α-helikales Bu¨ndel
im N-Terminus, welches A¨hnlichkeiten mit anderen vier-helikalen Proteinen hat (Zhao
et al., 2004). YPMa nimmt eine jelly-roll-Faltung ein, die aus zwei β-Faltbla¨ttern mit je
vier antiparallelen Stra¨ngen besteht (Donadini et al., 2004).
Urspru¨nglich ging man davon aus, dass das β-grasp-Motiv unbedingt notwendig fu¨r die
Funktion der Superantigene ist. Allerdings besitzt MAS als nachgewiesenes Superantigen
nur einen geringen β-Faltblattanteil (7%, α-Helix 44%) und kann deshalb dieses Motiv nicht
ausbilden, was die These der Notwendigkeit des β-grasp-Motivs zu widerlegen scheint.
Die Strukturuntersuchungen sowie weitere biochemische Untersuchungen haben gezeigt,
dass einige Superantigene Zink beno¨tigen, um zum Einen ihre dreidimensionale Struktur zu
stabilisieren und um zum Anderen korrekt an den MHC-II–Komplex binden zu ko¨nnen und
funktionell zu sein (Fraser et al., 1992; Driessen et al., 1995; Schad et al., 1995; Bernatchez
et al., 1997; Cavallin et al., 2000, 2003; Tripp et al., 2003). Desweiteren ko¨nnen einige
Superantigene wie SPEC, SEC und SED mittels Zinkionen dimerisieren. Diese so gebildeten
Homodimere besitzen eine zweite Zinkbindungsstelle (Li et al., 1997; Roussel et al., 1997;
Chi et al., 2002; Papageorgiou et al., 2004). Die Art, wie das Zink gebunden wird, ha¨ngt
vom Protein ab. Wa¨hrend die Superantigene SPEA und SEC das Zinkion in einer Spalte
zwischen den beiden Doma¨nen binden (Sundstrom et al., 1996b; Baker et al., 2001), findet
die Zinkbindung bei den Superantigenen SPEC, SPEH, SPEL, SPEM, SMEZ und SMEZ-2
aus S. pyogenes, sowie SEA, SED, SEE, SEH aus S. aureus im konkaven β-Faltblatt der
c-terminalen Doma¨ne durch konservierte Reste statt (Fraser et al., 1992; Sundstrom et al.,
1996b; Roussel et al., 1997; Arcus et al., 2000; Hakansson et al., 2000; Proft und Fraser,
2003). TSST-1, SEB und SSA binden hingegen keine Zinkionen (Swaminathan et al., 1992;
Prasad et al., 1993; Sundberg und Jardetzky, 1999).
Welchen Sinn und Zweck die Superantigene erfu¨llen, ist noch immer ungekla¨rt. Mo¨glich
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ist allerdings, dass es die Bakterien schaffen, durch die Freisetzung von Superantigenen vom
Immunsystem unerkannt in einen Organismus einzudringen und sich dort zu vermehren.
Das Immunsystem wird u¨berstimuliert und vom eigentlichen Erreger abgelenkt. Die heftige
Immunantwort, die durch Superantigene ausgelo¨st wird, fu¨hrt zur Deletion von T-Zellen,
die dann den B-Zellen im Kampf gegen die Bakterien nicht mehr zur Verfu¨gung stehen,
was zu einer nicht mehr effektiven Antiko¨rperantwort und zu einem nur unvollsta¨ndig aus-
gepra¨gten immunologischen Geda¨chtnis fu¨hrt (Kawabe und Ochi, 1990, 1991; Lussow und
Macdonald, 1994; Kotb, 1995; Watson et al., 2003). Zudem werden Zellen, die Staphy-
lokokken Enterotoxine u¨ber MHC-II–Moleku¨le an T-Zellen pra¨sentieren, schnell selektiv
durch CD8+-T-Zellen eliminiert (Dohlsten et al., 1991; Goodyear und Silverman, 2003).
1.2 Das Enterotoxin A aus Staphylococcus aureus
Das erste bakterielle Superantigen wurde in den spa¨ten 60er Jahren von Bergdoll et al.
isoliert. Hierbei handelte es sich um ein sekretorisches Toxin von S. aureus, das wegen
seiner vielfa¨ltigen enterotoxischen Wirkungen Staphylokokken Enterotoxin A (SEA) ge-
nannt wurde. Das SEA ist der Prototyp aller bakteriellen Superantigene (Marrack und
Kappler, 1990; Fleischer, 1994; Munson et al., 1998; Ren et al., 1994). Die Staphylokokken
Enterotoxine (SE) sind die auslo¨senden Substanzen bei auf Staphylokokken basierender
Lebensmittelvergiftung und verursachen Erbrechen und U¨belkeit innerhalb von ein bis
vier Stunden nach der Aufnahme schon ab einer Konzentration von weniger als 1 µg. Der
Mechanismus oder ein Rezeptormoleku¨l dieser Krankheit ist noch nicht bekannt. Die Su-
perantigenaktivita¨t der SEs wurde erst viele Jahre spa¨ter (Fleischer und Schrezenmeier,
1988) entdeckt.
Die Kristallisation des SEAs gelang 1995 (Schad et al., 1995; Sundstrom et al., 1996b).
Nach den Strukturuntersuchungen geho¨rt SEA zur großen Familie der Superantigene aus
Streptokokken und Staphylokokken. Mit einer Sequenzhomologie von 80-90 % bildet es mit
SED, SEE, SEH und SEJ eine Gruppe.
SEA ist ein 27.1 kDa großes Protein. Es besitzt einen hohen β-Faltblattanteil (β-
Kapitel 1. Einleitung 9
Faltblatt 42 %, α-Helix 10 %) und ist so in der Lage, das fu¨r Superantigene typische
β-grasp Motiv auszubilden. SEA bildet eine flexible Disulfidbru¨cke innerhalb der N-termi-
nalen Doma¨ne aus (Lavoie et al., 1999). Außerdem beno¨tigt es zur vollen Funktionalita¨t
sowie zur Stabilisierung seiner dreidimensionalen Struktur und der korrekten Bindung an
den MHC-II–Komplex Zink, das es durch konservierte Reste im konkaven β-Faltblatt der
c-terminalen Doma¨ne bindet.
Superantigene ko¨nnen aufgrund ihrer Bindungsstellen fu¨r MHC-II in drei Gruppen
eingeteilt werden. Es gibt Superantigene, die nur an die α-Kette des MHC-II–Komplexes
binden ko¨nnen (Gruppe 1), und Superantigene, die nur eine Bindungsstelle fu¨r die β-Kette
des MHC-II–Komplexes besitzen (Gruppe 2). Gruppe 3, zu der auch das SEA geho¨rt, sind
bivalente Superantigene mit einer Bindungsstelle fu¨r die α-Kette und einer fu¨r die β-Kette
des MHC-II–Komplexes.
Die Bindungsstelle des SEA fu¨r die β-Kette des MHC-II–Komplexes besteht aus den
drei Aminosa¨ureresten H187, H225 und D227, die mit dem konservierten Aminosa¨urerest
H81 der β-Kette des MHC-II–Komplexes ein Zinkbindemotiv ausbilden (Dowd et al., 1996;
Al-Daccak et al., 1998). Diese Zinkbindungsstelle liegt innerhalb des β-grasp-Motivs (Sund-
strom et al., 1996b) und ist ca. 100 mal sta¨rker als die Bindung an die α-Kette (Fraser
et al., 2000).
Die zweite Bindungsstelle des SEAs ist das F47, welches an K39 der α-Kette des
MHC-II–Komplexes bindet. Hierbei agiert das K39 des MHC-II–Komplexes mit einer po-
laren Tasche des Superantigens, indem es mit einem Glutamatrest eine Salzbru¨cke und
mit zwei Tyrosinresten zusa¨tzlich Wasserstoffbru¨cken ausbildet (Jardetzky et al., 1994).
Daru¨ber hinaus bindet ein hydrophober Teil des Superantigens zwischen zwei Schleifen des
β-Faltblattes des MHC-II–Komplexes (Sundberg und Jardetzky, 1999).
Diese Bindungsstelle weist eine geringere Affinita¨t auf als die u¨ber Zink koordinierte
Bindung (α: KD ' 10
−5M , β: KD ' 10
−7M) (Sundstrom et al., 1996b; Hudson et al.,
1995; Kozono et al., 1995; Mehindate et al., 1995; Tiedemann und Fraser, 1996).
Bei Versuchen mit mutierten SEA–Moleku¨len, die nur noch eine Bindungsstelle entwe-
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der fu¨r die α- oder die β-Kette des MHC-II–Komplexes aufwiesen, kam es zur Abnahme der
T-Zellstimulationsfa¨higkeit, die auch nicht durch eine Mischung der Mutanten ru¨ckga¨ngig
gemacht werden konnte. Dieses weist darauf hin, dass SEA zwei MHC-II Moleku¨le ver-
bru¨cken muss um voll funktionsfa¨hig zu sein. Die Verbru¨ckung ist wichtig fu¨r die Induktion
der Cytokin-Genexpression in Monocyten und B-Zellen (Mehindate et al., 1995; Tiedemann
und Fraser, 1996).
Fu¨r Forschungszwecke am MHC-II–Komplex ist das SEA besonders deshalb so inter-
essant, weil es als bivalentes Superantigen zwei Bindungsstellen fu¨r das MHC-II–Moleku¨l
aufweist. Ein Superantigen, das eine α-und eine β-Bindungsstelle besitzt, ist in der Lage,
MHC-II–Moleku¨le von antigenpra¨sentierenden Zellen nicht–kovalent zu vernetzen und so
T-Zell-unabha¨ngig zu stimulieren, was zur Synthese von proinflammatorischen Cytokinen
fu¨hrt (Homfeld et al., 1990; Rink und Kirchner, 1992; Rink et al., 1992, 1994; Mehindate
et al., 1995; Bernatchez et al., 1997). Bis heute ist ungekla¨rt, ob das bivalente SEA die
MHC-II–Komplexe auf einer Zelle verknu¨pft oder ob es zu einer Vernetzung der Zellen
u¨ber die MHC-II–Bindung des SEAs an verschiedenen Zellen kommt.
1.3 MHC-II–Signaltransduktion
Der Haupthistokompatibilita¨tskomplex II (MHC-II) der Maus wurde in den 40er Jahren
von P. Gorer und G. Snell entdeckt. Kurze Zeit spa¨ter entdeckten dann J. Dausset und J.
van Rodd das Humane Leukocyten Antigen (HLA), also das humane MHC (Kupfer, 2001).
1977 teilte J. Klein das HLA in die Klassen I-III ein. Die Hauptfunktion der MHC-Moleku¨le
ist die Pra¨sentation eigener und fremder Antigene, da diese nur bei Bindung an entspre-
chende MHC-Moleku¨len von T-Zellen erkannt werden ko¨nnen (Owen et al., 1991). Man
unterscheidet zwischen MHC-I-Moleku¨len (entsprechen den HLA-A,-B,-C und nicht klassi-
schen Klasse-I-Moleku¨len) und MHC-Klasse-II-Moleku¨len (entsprechen HLA-DR,-DQ,-DP
und nicht klassischen Klasse-II-Moleku¨len). Der MHC-I-Komplex besteht aus einer α-Kette
(44 kDa) und einer assoziierten, aber nicht kovalent gebundenen kleineren Kette, dem β2-
Mikroglobulin (12 kDa). Die schwere Kette besteht aus 3 Doma¨nen (α1, α2, α3), von denen
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die Doma¨nen α1 und α2 zu einer Bindungstasche gefaltet sind, die das Antigen aufnimmt
und es an CD8+ -T-Zellen pra¨sentiert. Die schwere Kette hat eine Transmembranregion
und besitzt eine cytoplasmatische Doma¨ne mit Phosphorylierungsstellen, die zur Signal-
transduktion fa¨hig sind. MHC-I-Moleku¨le werden auf allen kernhaltigen Zellen und auf
Thrombocyten exprimiert.
MHC-II–Moleku¨le bestehen aus 2 Polypeptidketten, einer α-Kette (32-34 kDa) und ei-
ner β-Kette (29-32 kDa), die nichtkovalent miteinander verbunden sind. Beide Ketten wei-
sen je zwei extrazellula¨re Doma¨nen auf, von denen α1 und β1 eine gemeinsame Bindungs-
grube bilden, die das Antigen aufnimmt, um es an CD4+ - Helfer T-Zellen zu pra¨sentieren.
MHC-II–Moleku¨le besitzen zwei Transmenbrane Regionen, weisen aber keine cytoplasma-
tische Doma¨ne auf, so dass diese Komplexe nicht zur Signalweiterleitung fa¨hig sind. MHC-
Klasse-II-Moleku¨le kommen nur auf bestimmten Zellen des Immunsystems (wie B-Zellen,
aktivierten T-Zellen, Makrophagen, Monocyten, stimulierten Granulocyten, akzessorischen
Zellen und mo¨glicherweise epithelialen Zellen) vor.
Heute weiß man, dass den polymorphen α/β MHC-II–Heterodimeren mehr Aufgaben
zukommen, als nur die Antigenpra¨sentation. So sind MHC-II–Moleku¨le schon seit mehr
als einem Jahrzehnt als Rezeptoren fu¨r die Signaltransduktion bekannt (Nashar und Dra-
ke, 2006; Al-Daccak et al., 2004). Durch viele Arbeiten, wie die Entwicklung spezifischer
monoklonaler Antiko¨rper, die Identifikation der Superantigene und des Lymphocyten-
Aktivierung-Gen-3 (LAG-3) als Liganden fu¨r MHC-II Moleku¨le, konnte die bedeutende
Rolle der MHC-II–Signaltransduktion fu¨r die Immunantwort verdeutlicht werden.
Es gibt zwei verschiedene T-Zell–freie Systeme zur Untersuchung der MHC-II–Signal-
transduktion als Modell fu¨r die normale Antigenpra¨sentation. Das erste ist ein rein expe-
rimentelles System, welches anti-MHC-II–Antiko¨rper zur Signaltransduktion einsetzt. Es
unterscheidet sich in der Reizqualita¨t vom zweiten System, der Signaltransduktion durch
Superantigene. Dieses System bietet den Vorteil, dass es einen Pathogenita¨tsmechanismus
der entsprechenden Erreger darstellt und somit auch bei natu¨rlicher Infektion stattfindet.
Die MHC-II–Signaltransduktion durch Superantigene konnte bisher in murinen Kno-
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chenmarkmakrophagen (mKMM) (Bernal et al., 1999; Homfeld et al., 1990; Rink et al.,
1994), THP-1 Zellen (Mehindate et al., 1995; Al-Daccak et al., 1994; Mehindate et al.,
1994; Bernatchez et al., 1997), Mastzellen (Dimitriadou et al., 1998), humanen peripheren
Monozyten (Thibeault et al., 1999), Synoviozyten (Mehindate et al., 1994) und neutrophi-
len Granulozyten (Lei et al., 2001) gezeigt werden, wobei es sich allerdings nur bei den drei
zuletzt genannten um prima¨re Zellsysteme handelt.
MHC-II–Moleku¨le sind flexible Rezeptoren, die eine Reihe von Signaltransduktionswe-
gen auslo¨sen und so die Aktivierung von antigenpra¨sentierenden Zellen von Proliferation
u¨ber Reifung bis hin zum Zelltod regulieren ko¨nnen. So spielen MHC-II–Moleku¨le eine
gut definierte Rolle bei der Steuerung der antigenspezifischen T-Zellantwort sowie bei der
Thymusselektion (Lanzaveccia, 1985). Außerdem liefern MHC-II–Antigene Aktivierungs-
signale an B-Zellen bei T-Helfer (Th)-B-Zell-Interaktionen (Spertini et al., 1992). Deswei-
teren spielt die MHC-II–Signaltransduktion eine Rolle bei der homotypischen Aggregation
(Mourad et al., 1990; Ramirez et al., 1992), bei der Regulation der Cytokinproduktion von
Monocyten und B-Zellen, sowie der Proliferation und Differenzierung von B-Zellen (Char-
ron et al., 1991; Scholl et al., 1992; Scholl und Geha, 1994; Wade et al., 1993; Cambier und
Lehmann, 1989; Newell et al., 1993; Truman et al., 1996).
Zudem fu¨hrt die Stimulation von MHC-II–Moleku¨len auf humanen und murinen B-
Lymphocyten zur Aktivierung der Serin-Threonin-Kinase, der Proteinkinase C, der Ty-
rosinkinasen und der Phospholipase C sowie zu einem intrazellula¨ren Kalziumfluss (Lane
et al., 1990; Mooney et al., 1990; Brick-Ghannam et al., 1994; Cambier et al., 1991, 1994).
In murinen B-Lymphocyten konnte die Erzeugung von cAMP und eine nucleare PKC-
Lokalisation nachgewiesen werden (Cambier et al., 1986). Außerdem ergaben Versuche mit
monoklonalen Antiko¨rpern, dass die Signaltransduktion von MHC-II–Moleku¨len eine wich-
tige Rolle bei der Reifung von dendritischen Zellen (DCs) spielt (Lokshin et al., 2002). Die
Fa¨higkeit der MHC-II–Komplexe, den Zelltod auszulo¨sen, ist eine weitere wichtige Rolle
in der MHC-II–Signaltransduktion. Die Ligation von MHC-II–Moleku¨len auf reifen, nicht
aber auf unreifen DCs induziert eine Caspase-unabha¨ngige Form des Zelltods, was zur
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Beendigung der Immunantwort beitra¨gt (Bertho et al., 2000; McLellan et al., 2000a,b;
Bertho et al., 2002; Nagy und Mooney, 2003). Zudem kommt der MHC-II–vermittelte
Zelltod weniger in prima¨ren Monocyten als in aktivierten oder differenzierten Monocyten
und Makrophagen vor, die, ebenso wie reife DCs gegen den Fas-Tod-Pathway resistent
sind (Thibeault et al., 1999; Castaigne et al., 2002). Ebenso ko¨nnen HLA-DR–Signale
den Tod von Fas-resistenten B-Lymphomen induzieren (Drenou et al., 1999). Der MHC-
II–vermittelte Zelltod ist somit mo¨glicherweise eine wichtige Alternative, um aktivierte
Zellen, die gefa¨hrlich werden ko¨nnten, zu eliminieren (McLellan et al., 2000a,b; Castaigne
et al., 2002). Somit stellen die MHC-II–Liganden ein interessantes Potential als therapeu-
tisches Werkzeug zur Inhibition des Wachstums einer ganzen Reihe von Lymphomen dar
(Nagy et al., 2002).
Inzwischen sind verschiedene MHC-II–Signaltransduktionswege bekannt. Ein Weg fu¨hrt,
wie schon erwa¨hnt, u¨ber die Tyrosinkinasen (Wade et al., 1993; Scholl und Geha, 1994; Al-
Daccak et al., 1994). So ist beispielsweise die Aktivierung der intrazellula¨ren Tyrosinphos-
phorylierung, vor allem der Src-Familie der Tyrosinkinasen, in Monocyten und B-Zellen
durch MHC-II wichtig fu¨r die Cytokinproduktion (Charron et al., 1991; Scholl et al., 1992;
Wade et al., 1993; Scholl und Geha, 1994; Mooney et al., 1990). Außerdem fu¨hrt die MHC-
II Ligation in unreifen DCs zur Aktivierung der Protein-Tyrosin-Kinase (PTK) Syk, was
fu¨r die Reifung der dendritischen Zellen notwendig ist (Andreae et al., 2003). Welche Sub-
strate an der Kaskade der MHC-II–vermittelten Aktivierung der PTK in der Zelle beteiligt
sind, ist noch nicht bekannt. Evtl. la¨uft dieser Signalweg u¨ber die Aktivierung der Phos-
pholipase C, wie es beispielsweise bei der LAG-3–induzierten Reifung von dendritischen
Zellen beobachtet wurde (Andreae et al., 2003).
Ein weiterer wichtiger Signalweg von MHC-II la¨uft u¨ber die Aktivierung der Prote-
inkinase C (PKC) (Wade et al., 1993; Scholl und Geha, 1994). Die U¨bermittlung von
PKC-Signalen durch MHC-II wurde in B-Zellen gezeigt (Cambier et al., 1987; Brick-
Ghannam et al., 1991; Becart et al., 2003). In reifen dendritischen Zellen aktiviert die
HLA-DR–Signaltransduktion die nucleare Translokation von PKCδ (Bertho et al., 2002).
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Außerdem fu¨hrt die HLA-DR–Ligation in aktivierten Monocyten und B-Zelllinien zu einer
Src-unabha¨ngigen Aktivierung von PKCβ (Castaigne et al., 2002; Guo et al., 2003). Die Ak-
tivierung der Proteinkinase C in antigenpra¨sentierenden Zellen tra¨gt zur Aktivierung von
T-Lymphocyten bei (Setterblad et al., 2004). Interessanterweise blockiert die Inhibierung
von PKC den MHC-II–vermittelten Zelltod, wa¨hrend die Inhibierung der Tyrosinkinasen
keinen Effekt hat (Bertho et al., 2002; Castaigne et al., 2002; Guo et al., 2003). Dieses deu-
tet darauf hin, dass der Signatransduktionsweg u¨ber PKC am Zelltod beteiligt ist, wa¨hrend
die Tyrosinkinasen in die Proliferation, die Differenzierung sowie die Cytokinproduktion
involviert sind.
Zusa¨tzlich zu PKC und PTK reguliert die MHC-II–Signaltransduktion die Aktivita¨t
der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs) wie z.B. p38 in Monocyten (Matsuoka
et al., 2001) und Erk in B-Zelllinien und humanen Monocytenzelllinien (Leveille et al., 2002;
Bouillon et al., 2003). Auch in A375 Melanomzellen aktiviert die HLA-DR–Signaltransduk-
tion den MAPK/Erk pathway, was eine funktionelle Rolle in der Resistenz dieser Zellen
gegen die Fas–vermittelte Apoptose spielt. Diese Beobachtungen unterstreichen die po-
tentielle Bedeutung, die die HLA-DR–Signaltransduktion in der Tumorentwicklung haben
ko¨nnte (Aoudjit et al., 2004). Unklar ist allerdings noch, ob die Signaltransduktionswege
die zu MHC-II–vermittelter Aktivierung und Reifung bzw. zum Zelltod fu¨hren, linear oder
verzweigt verlaufen.
Wichtig fu¨r die MHC-II–Signaltransduktion ist zudem die HLA-DR–vermittelte Aktin-
polymerisation und Organisation des Cytoskeletts. Dies ist in B-Zellen PKC-abha¨ngig, wie
die Inhibierung der Polymerisation von F-Aktin zeigt, die in reifen DCs, aktiven Mono-
cyten und B-Zellen den HLA-DR–vermittelten Zelltod inhibiert (McLellan et al., 2000a;
Castaigne et al., 2002; Truman et al., 1994). In DCs ist die MHC-II Ansammlung außerdem
wichtig fu¨r die Reorganisation des Aktin Cytoskletts (de la Fuente et al., 2005).
Immer noch ungekla¨rt ist, wie die MHC-II–Moleku¨le ihre Signale u¨bermitteln. Im Ge-
gensatz zum MHC-I-Komplex, der eine cytoplasmatische Doma¨ne mit drei Phosphorylie-
rungsstellen besitzt, u¨ber die die Signaltransduktion vermittelt wird, befinden sich an den
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cytoplasmatischen Enden der MHC-II–Moleku¨le keine Phosphorylierungsstellen, so dass
diese Komplexe nicht in der Lage sind, Signale in die Zelle weiterzuleiten. In dieser Hinsicht
gleichen sie dem T-Zellrezeptor, der zur Signalweitergabe in die Zelle mit CD3 assoziiert
sein muß (Janeway et al., 2002). Auch bei der MHC-II–Signaltransduktion mu¨ssen akzes-
sorische Moleku¨le eine Rolle spielen, die nach der Vernetzung durch MHC-II interagieren
und so die Signale in die Zellen weiterleiten ko¨nnen.
Erste Studien haben gezeigt, dass MHC-II–Moleku¨le fu¨r unterschiedliche Signaltrans-
duktionswege tatsa¨chlich verschiedene rezeptor-assoziierte Effektormoleku¨le benutzen (An-
dre et al., 1994). Mo¨glicherweise kommen die Unterschiede in der Signaltransduktion von
B-Zell-Rezeptor (BCR) und MHC-II–Moleku¨len durch die unterschiedliche Benutzung von
Corezeptoren zustande (Mills et al., 2004). MHC-II–Moleku¨le sind in B-Lymphocyten ein
wesentlicher Bestandteil von oligomeren Proteinkomplexen mit austauschbaren Elementen
(Triantafilou et al., 2000; Boucheix und Rubinstein, 2001; Leveille et al., 1999). Sie assoziie-
ren in dendritischen Zellen und Monocyten mit verschiedenen Zellrezeptoren. So geschieht
die Aktivierung der PTK Src-Kinase Lyn in B-Zellen durch die Assoziation des MHC-II–
Moleku¨ls mit CD20 (Leveille et al., 2002), einem spezifischen B-Zell–Signalmoleku¨l, welches
die intrazellula¨re Tyrosinphosphorylierung auslo¨st (Deans et al., 1995). Auch die Assozia-
tion von CD19 mit MHC-II–Moleku¨len schaltet den Signaltransduktionsweg u¨ber Tyro-
sinkinasen ein. Castaigne et al. (2002) konnten zeigen, dass in Monocyten der β2-integrin
CD18-HLA-DR–Komplex die PKCβ aktiviert und somit in den HLA-DR–vermittelten Zell-
tod involviert ist. Fu¨r die PKC, nicht aber fu¨r die Aktivierung der Src-Kinase, sind die
intracytoplasmatischen Doma¨nen der MHC-II–Moleku¨le notwendig (Rich et al., 1997).
Wie die MHC-II–Moleku¨le mit anderen Rezeptoren assoziieren, um die Aktivita¨t der
antigenpra¨sentierenden Zellen und die Signaltransduktion zu kontrollieren, ist noch nicht
bekannt. Bekannt ist allerdings, dass es fu¨r die MHC-II–Signaltransduktion von Bedeutung
ist, ob sich die MHC-II–Komplexe innerhalb oder außerhalb von Lipid Rafts befinden. Zu
welchen Anteilen die MHC-II Moleku¨le in Rafts lokalisiert sind, ha¨ngt von den antigen-
pra¨sentierenden Zellen und dem Grad der Aktivierung ab (Setterblad et al., 2003; Krops-
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hofer et al., 2002; Anderson et al., 2000; Setterblad et al., 2001). Es scheint so zu sein, dass
MHC-II–Signale, die die Immunantwort wie z.B. Src-Aktivierung, Antigenpra¨sentation,
Antiko¨rper- und Cytokinproduktion auslo¨sen, in Rafts stattfinden, wa¨hrend Signale, die
zur Beendigung der Immunantwort, also dem Zelltod, beitragen, sich in Doma¨nen außer-
halb der Rafts befinden. So hatte z.B. die Zersto¨rung der Lipid Rafts in B-Lymphocyten
keinen Einfluss auf den PKCβ-abha¨ngigen HLA-DR–vermittelten Zelltod (Huby et al.,
1999; Becart et al., 2003; Guo et al., 2003).
Der Polymorphismus der MHC-II–Moleku¨le unterscheidet sie von anderen Immunrezep-
toren und ist die Basis der Immunrestriktion (Al-Daccak et al., 2004). So wird z.B. die Ant-
wort von T-Zellen auf Superantigene durch verschiedene HLA-DR–Allele unterschiedlich re-
guliert (Herman et al., 1990). Kotb et al. (2002) zeigten, dass die Schwere einer Streptokok-
keninfektion mit der Fa¨higkeit der verschiedenen MHC-II–Allele, Superantigen–induzierte
Lymphocytenproliferation und Cytokinsekretion zu vermitteln, zusammenha¨ngt. Matsuo-
ka et al. konnten 2001 zeigen, dass HLA-DR, -DP und DQ in Monocyten unterschiedliche
Signale u¨ber MAP-Kinasen vermitteln, was zu unterschiedlichen Monokinaktivierungsmus-
tern fu¨hrt. HLA-DR restringierte T-Zellen fu¨hrten in Monocyten zur Produktion von IL-1β,
wa¨hrend HLA-DP/-DQ restringierte T-Zellen zur Produktion von IL–10 angeregt wurden.
Zudem assoziieren HLA-DR und HLA-DP unterschiedlich mit CD20 (Leveille et al., 2002;
Al-Daccak et al., 2004). Wa¨hrend die Signaltransduktion u¨ber HLA-DR zur Aktivierung
von Src-Kinasen und der Induktion homotypischer Adha¨sion fu¨hrte, induzierte die Signal-
transduktion u¨ber HLA-DP die Erk1/2 Phosphorylierung, was keinen Einfluss auf die Src-
Kinase Phosphorylierung und die homotypische Adha¨sion hatte (Leveille et al., 2002). Der
Grund fu¨r die verschiedenen ausgelo¨sten Reaktionen ko¨nnte die unterschiedliche Affinita¨t
der verschiedenen MHC-II–Isotypen fu¨r Rafts sein, was in dem unterschiedlichen Grad der
Acylierung der MHC-II–Ketten begru¨ndet sein ko¨nnte.
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2. Zielsetzung
Die MHC-II–Moleku¨le sind flexible Rezeptoren. Deshalb sind sie nicht nur zur Antigen-
Pra¨sentation, sondern auch zur Signaltransduktion fa¨hig und dadurch an so wichtigen
Vorga¨ngen wie Reifung, Proliferation und dem Tod von Zellen beteiligt. Darum haben
sie fu¨r das Immunsystem eine große Bedeutung. Heutzutage werden eine ganze Reihe von
Krankheiten mit Superantigenen assoziiert. Um diese Krankheiten wirkungsvoll behan-
deln zu ko¨nnen, ist es wichtig, die molekularen Grundlagen der Entstehung der Krankhei-
ten zu erforschen. Dennoch ist die MHC-II–Signaltransduktion durch Superantigene noch
relativ unbekannt. Die Unterschiede zwischen Superantigen–vermittelter und Antiko¨rper–
vermittelter MHC-II–Signaltransduktion sind Thema der vorliegenden Arbeit.
Es soll gezeigt werden, ob die Proteinkinase C bei der Superantigen–vermittelten MHC-
II–Signaltransduktion eine Rolle spielt. Zudem wird untersucht werden, welche Adha¨sions-
moleku¨le hierbei beteiligt sind, da MHC-II-Moleku¨le durch das Fehlen der cytoplasmati-
schen Komponente nicht in der Lage sind, Signale in die Zelle weiterzuleiten. Es soll außer-
dem gekla¨rt werden, ob es fu¨r die Superantigen–vermittelte MHC-II–Signaltransduktion
von Bedeutung ist, ob die MHC-II–Bindungsstellen der Superantigene homo- oder hetero-
gen sind. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit ist die Untersuchung, ob das Vorhandensein der
MHC-II-Moleku¨le in Lipid Rafts fu¨r die Zellaggregation no¨tig ist. Weiterhin ist bekannt,
dass die MHC-II–Signaltransduktion einen Fas-unabha¨ngigen Zelltod induzieren kann. In
dieser Arbeit soll deshalb untersucht werden, ob auch die MHC-II–Signaltransduktion
durch Superantigene in der Lage ist, den apoptotischen Zelltod herbeizufu¨hren.
Die Kenntnis der durch Superantigene ausgelo¨sten Signaltransduktionswege liefert wich-
tige Angriffspunkte, um eine sinnvolle Therapie gegen Superantigen-induzierte Krankheiten
entwickeln zu ko¨nnen. Zudem ko¨nnten die MHC-II–Liganden sowie der MHC-II–vermittelte
Zelltod fu¨r die Krebstherapie interessant sein.
Kapitel 3. Material 18
3. Material
3.1 Gera¨te
• Analysenwaage 2002 MPI (Satorius, Go¨ttingen)
• Bakterieninkubator Certomat H (Braun, Melsungen)
• Bakterienschu¨ttler Certomat R (Braun, Melsungen)
• Bench 35700 (Kojair Vilppula, Finnland)
• Bio-Photometer (Eppendorf, Hamburg)
• Brutschrank WB 60 (Mytron, Heiligenstadt)
• Brutschu¨ttler ES-20 (LAB 4 YOU, Berlin)
• Cell counter Casy-1 TT (Scha¨rfe System, Reutlingen)
• Centrifuge 5417 C/R (Eppendorf, Hamburg)
• CO2 Incubator (Sanyo, Loughborough, UK)
• Concentrator (Eppendorf, Hamburg)
• Dampf-Groß-Sterilisator Hydromat E14 (Webeco, Lu¨beck)
• DNA/RNA UV-Cleaner, UVC/T (LAB 4 YOU, Berlin)
• Durchflusscytometer Coulter XL (Coulter Electronics, Krefeld)
• Elektrophorese-Kammer fu¨r Agarosegele, Mini-Sub Cell GT und Wide Mini-Sub Cell
GT (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Elektrophorese-Kammer fu¨r Polyacrylamidgele, Multiphor II (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden)
• Elektrophorese-Ku¨hlgera¨t, MultiTemp III (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden)
• Elektrophorese-Netzgera¨t, EPS 3500 XL (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden)
• Elektrophorese-Netzgera¨t, Power Pac 300 (Bio-Rad, Mu¨nchen)
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• Elektrophoresegera¨t GNA 100 (Pharmacia LKB, Freiburg)
• ELISA-Reader (Anthos Labtec Instruments, Salzburg/A)
• ELISA-Reader, Magellan (Tecan, Crailsheim)
• ELISA-Washer (Biotest, Dreieich)
• ELISA-Washer, Atlantis (Asys Hitech, Eugendorf)
• FACS-CALIBUR E2996 (Becton Dickinson, Heidelberg)
• FACSCAN 81161 (Becton Dickinson, Heidelberg)
• FilmRemover (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Fluoreszenzmikroskop, Wilovert S AFL (Hund, Wetzlar)
• Gefrierschra¨nke MDF-U71V (Sanyo Electric Ora-Gun, Gunma Japan)
• Gefriertruhe, −− 80◦C (Nuaire, Plymouth, MN/USA)
• Gel Doc. Station 1708126 (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Gelelektrophoresekammer GNA-100, horizontal (Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg)
• Gelelektrophoresekammern GT Sub-Cell Systems (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Gene Power Supply GPS 200/400 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Kamera (Nikon, Du¨sseldorf)
• Ku¨hlschra¨nke (Bosch, Fu¨rth)
• Laborwaage 12116 MP (Satorius, Go¨ttingen)
• Laborwaage LC 6200S (Sartorius, Go¨ttingen)
• Magnetru¨hrer (Heidolph, Kelheim)
• Mikroplatten Reader ULTRA 384 (TECAN, Crailsheim)
• Mikroskop, SM-LUX (Leitz, Wetzlar)
• Mikrowelle (Bosch, Mu¨nchen)
• Mikrowelle NN-A850WB (Panasonic/Technics, Hamburg)
• Netzgera¨t 3000/150 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• PCR-Reaktionsgefa¨ß, GenAmp Reaction Tubes (Eppendorf, Hamburg)
• Perkin Elmer Cetus DNA Thermal Cycler (Applied Biosystems, Weiterstadt)
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• Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems, Weiterstadt)
• pH-Meter HI 9321 (Hanna, Kehl am Rhein)
• pH-Meter pHM 83 Autocal (Radiometer, Kopenhagen/DK)
• Pharmacia PhastSystem Elektrophoresesystem (Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg)
• Pipette Combi-Pipette Typ 3180L (Eppendorf, Hamburg)
• Pipetten Finnpipetten 5–40µl, 40–200µl, 200–1000µl (Labsystems,Helsinki/SF)
• Pipetten Multikanal, 5–50µl / 40–200µl (Titertek, ICN, Meckenheim)
• Pipetten Research: 0,5–10µl, 2–20µl, 10–100µl, 100-1000µl (Eppendorf, Hamburg)
• Pipetten Vario-Mikroliterpipetten 0,5–10µl, 10–100µl, 200-1000µl (Eppendorf, Ham-
burg)
• Pipetus Akku (Hirschmann, Eberstadt)
• Power Pac 300 (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• QIArack (QIAGEN, Hilden)
• Roller (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Ru¨ttler Reax 2000 (Heidolph, Kelheim)
• Schu¨ttler, HS 250 basic (IKA Labortechnik, Staufen)
• Spectrophotometer U 3000 (Hitachi, Tokio, Japan)
• Speed Vac Concentrator (Bachofer, Reutlingen)
• Sterile Werkbank II, AI B3 (Nuaire, Plymouth, MN/USA)
• Sunrise Remote Control Reader (TECAN, Crailsheim)
• Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)
• Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)
• Transilluminator TI2 (Biometra, a Whatman Company, Go¨ttingen)
• Trockenschrank (Heraeus Christ GmbH, Osterode am Harz)
• UV-Tisch N 90 KW 254 nm (Konrad Benda, Wiesloch)
• Vibra Cell Sonics (Sonics & Materials Inc., Danbury Con. USA)
• Wasserbad,klein und groß (GFL Labortechnik, Burgwedel)
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• Zentrifuge Ku¨hlzentrifuge 2K15 (Sigma, Deisenhofen)
• Zentrifuge Ku¨hlzentrifuge Centrikon T324 (Kontron, Offenbach)
• Zentrifuge Minifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg)
• Zentrifuge Omnifuge 2.0.RS (Heraeus Christ GmbH, Osterode am Harz)
• Zentrifuge Sorvall RC 50 Plus (Kendro, Du¨sseldorf)
• Zentrifuge Varifuge K;Varifuge 3.0 RS (Heraeus Christ GmbH, Osterode am Harz)
• Zentrifuge Z 400K, Z 233 MK-2 (Hermle Labortechnik, Wehingen)
3.2 Laborbedarf
• Bakterienfilter 0,2µm, steril, rund (Schleicher & Schu¨ll, Dassel)
• Casy-Cups (Scha¨rfe System, Reutlingen)
• Centri-Sep spin columns (Applied Biosystems, Weiterstadt)
• Econo Column r© (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Einmalku¨vetten (Sarstedt, Nu¨mbrecht)
• Einmalpipetten, 5ml, 10ml, 25ml (Greiner, Nu¨rtingen)
• Einmalspritzen, steril, 2ml, 5ml, 10ml (Becton Dickinson, Heidelberg)
• FACS-Ro¨hrchen (Sarstedt, Nu¨mbrecht)
• Filterpapier 3MM (Whatman, Maidstone/GB)
• Gewebekulturflaschen, beschichtet, 50ml, 260ml, 800ml (Nunc, Roskilde/DK)
• Gewebekulturplatten 24 Loch (Falcon, Heidelberg)
• Kunststoffro¨hrchen, steril, mit Schraubverschluß, 15ml, 50ml (Falcon, Heidelberg)
• Kunststoffro¨hrchen, steril, mit Schraubverschluß, 15ml, 50ml (Greiner, Nu¨rtingen)
• Latex-Einmalhandschuhe (Ansell, Mu¨nchen)
• Microcon-10, -30, -100 Filter (Amicon, Witten)
• Microcon-Filter, YM-10 (Millipore, Schwalbach)
• Micropure-Separatoren (Amicon, Witten)
• Microtiterplatten 96 Loch, Flach- und Rundboden (Falcon, Heidelberg)
• Nitrocellulosemembran, 0,45µm (Bio-Rad, Mu¨nchen)
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• NovaBlot Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• PCR-Reaktionsgefa¨ß, 0,2ml (Eppendorf, Hamburg)
• Pipettenspitzen, 100–1000µl (Eppendorf, Hamburg)
• Pipettenspitzen, 1–10µl, 10–100µl (Sarstedt, Nu¨mbrecht)
• Pipettenspitzen, 1–10µl, 10–100µl, 200–1000µl (Greiner, Nu¨rtingen)
• Pipettenspitzen, Combitips steril, 0,5ml, 1,25ml, 2,5ml, 5ml, 12,5 ml (Eppendorf,
Hamburg)
• Pipettenspitzen, Comforttips, 40–200µl (Eppendorf, Hamburg)
• Pipettenspitzen, gestopft, 1–10µl, 10–100µl, 100–1000µl (Biozym, Oldendorf)
• Pipettenspitzen, Sterilfiltertips, gestopft, 0,5–10µl, 10–100µl, 200–1000µl (Biozym
Diagnostik, Oldendorf)
• Reaktionsgefa¨ße 1,5ml (Sarstedt, Nu¨rmbrecht)
• Reaktionsgefa¨ße 1,5ml mit Schraubdeckel (Sarstedt, Nu¨rmbrecht)
• Stabpipetten, steril, 1ml, 5ml, 10ml, 25ml (Greiner, Nu¨rtingen)
• StericupTMFilter Units (Stericup-GV, 150, 250, 500; Millipore-Amicon, Witten)
• UV-Einmalku¨vette, UVette (Eppendorf, Hamburg)
• Vakuumfilter, Stericup-GV (Millipore, Schwalbach)
• Zentrifugenbecher, Sorvall GS3 (Kendro, Langenselbold)
• Zentrifugenbecher, Sorvall SA-600 (Kendro-Langenselbold)
3.3 Kulturmedien und -zusa¨tze
• Ampicillin (Boehringer Mannheim, Mannheim)
• Ampicillin (Roche, Penzberg)
• Bacto-Agar (Diffco Laboratories, USA)
• Bakterienkulturmedium LB-Broth (Gibco, Karlsruhe)
• Fetales Ka¨lberserum, Myoklone plus Qualita¨t (Gibco, Karlsruhe)
• G418 (PAA, Co¨lbe)
• Isopropyl-β-thiogalactosid (Boehringer Mannheim, Mannheim)
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• Isopropyl-β-thiogalactosid (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
• Kulturmedium DMEM (BioWhittacker, Heidelberg)
• Kulturmedium IMDM (Bio Whittacker, Heidelberg)
• Kulturmedium RPMI 1640 (BioWhittacker, Heidelberg)
• L-Glutamin (BioWhittacker, Heidelberg)
• NaPyruvat (Bio Whittaker, Heidelberg)
• Nicht-essentielle Aminosa¨uren (Bio Whittaker, Heidelberg)
• PBS 10-fach Konzentrat (Gibco, Karlsruhe)
• PBS ohne Ca2+ und Mg2+ (BioWhittacker, Heidelberg)
• Penicillin 10000 E/ml (BioWhittacker, Heidelberg)
• β-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt)
• Streptomycin 10000µg/ml (BioWhittacker, Heidelberg)
• Trypsin (BioWhittacker, Heidelberg)
• Nitrocellulose Membran (Bio-Rad, Mu¨nchen)
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3.4 Zelllinien, Bakterien und Plasmide
3.4.1 Zelllinien
Die genutzten Zelllinien sind in Tabelle 1 aufgefu¨hrt.
Tabelle 1: Genutzte Zelllinien
Zelllinie Medium Eigenschaften
Raji1 RPMI1640 mit 25mM Hepes lymphoblastoide B-Zelllinie
ohne L-Glutamin + 10% FCS (human)
BJAB2 RPMI1640 mit 25mM Hepes B-Zelllinie
ohne L-Glutamin + 10% FCS (human)
THP-11 RPMI1640 mit 25mM Hepes Fru¨he Monocytenzelllinie
ohne L-Glutamin + 10% FCS exprimiert MHC-II nach
Inkubation mit IFN-γ
MonoMac-11 RPMI1640 Monocyta¨re Zelllinie
+ 10% FCS (human)
+ 1% NaPyrovat Modellsystem fu¨r monocyta¨re
+ 1% NEAA Funktionsstudien in vitro
DR13 RPMI 1640 murine L-Zelle
transfiziert mit HLA-DR1
DR1αK39S4 DMEM + 5% FCS murine L-Zelle
transfiziert mit HLA-DR1αK39S
Dw533 RPMI 1640 murine L-Zelle,
transfiziert mit HLA-Dw53
Vβ6.55 IMDM + 1ml G418 murines DOIS 19 T-Zell-
Hybridom, transfiziert mit
humanem TCR-Element Vβ 6.5
Vβ25 IMDM + 1ml G418 murines DOIS 19 T-Zell-
Hybridom, transfiziert mit
humanem TCR-Element Vβ 2
Allen Medien werden immer 1 % Pen/Strep (10000 E/ml) und 1 % L-Glutamin (10000 µg/ml)
zugesetzt.
Herkunft der Zellen: 1 = DSMZ 2 = Prof. Dr. Ritter, Aachen 3= Prof. Dr. Herrmann, Wu¨rzburg
4 = Dr. Karp, Dallas 5 = Prof. Dr. Fleischer, Hamburg
3.4.2 Bakterien
Bakterien, die nicht frei erha¨ltlich sind, sondern von anderen Wissenschaftlern zur Ver-
fu¨gung gestellt wurden, werden als solche im Text kenntlich gemacht und sind hier nicht
aufgefu¨hrt.
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• Escherichia coli (E. coli) DH5α (Gibco, Karlsruhe) mit dem Genotyp: F −, endA1,
hsdR17, (rk−, mk+), supE44, thi -1, λ
−, recA1, gyrA96, relA1, Φ80dlacZ∆M15
• Escherichia coli BL21 (DE3) (New England Biolabs, Schwalbach) mit dem Genotyp:
F- ompT gal [dcm] [Ion] hsdSB (rB- mB- ) (DE3)
3.4.3 Plasmide
Escherichia coli, Stamm DH5α transformiert mit pGEX/SEAwt sowie den SEA-Mutanten
(freundlicherweise zur Verfu¨gung gestellt von Prof. J.D. Fraser, Auckland/NZ)
3.5 Superantigene
Sofern nicht anders gekennzeichnet, stammen die Superantigene aus eigener Herstellung.
• SEAwt
• SEA-F47S
• SEAH187A/H225A
• SEA-F47S/H187A
• SPEA (freundlicherweise zur Verfu¨gung gestellt von Dr. Gerlach, Jena)
• SPEC (freundlicherweise zur Verfu¨gung gestellt von Dr. Reichardt, Jena)
3.6 Immunologische Reagenzien
Bei Antiko¨rpern ohne weitere Spezifikation handelt es sich um monoklonale Antiko¨rper
aus der Maus gegen humane Antigene. Isotypkontrollen der entsprechenden Isotypen, kon-
jugiert mit FITC oder PE (Beckmann Coulter, Krefeld, bzw. Pharmingen, Hamburg)
• anti–CD11a (Pharmingen, Hamburg)
• anti–CD11b (Pharmingen, Hamburg)
• anti–CD18 (Pharmingen, Hamburg)
• anti–CD50 (Pharmingen, Hamburg)
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• anti–CD54 (Pharmingen, Hamburg)
• anti–CD62L Antiko¨rper, PE-markiert (Beckmann Coulter, Krefeld)
• anti–CD66b Antiko¨rper, FITC-markiert (Beckmann Coulter, Krefeld)
• Capture–Antiko¨rper fu¨r IL-2-ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
• Detection–Antiko¨rper fu¨r IL-2-ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
• Anti–MHC-II–Prima¨rantiko¨rper DA6.231 und L243 (eigene Herstellung)
• Kaninchen anti–Maus-IgG-FITC-konjugiert (Jackson Immuno Research, USA)
• Kaninchen anti–Schaf-IgG alkalische Phosphatase konjugiert (Jackson Immuno Re-
search, USA)
• Kaninchen anti–SEA (BIOTREND, Ko¨ln)
• Kaninchen anti–Ziege-IgG-FITC-konjugiert(Jackson Immuno Research, USA)
• Maus anti–Ziege–IgG alkalische Phosphatase konjugiert (Jackson Immuno Research,
USA)
• Ziege anti–Biotin–Antiko¨rper, gekoppelt mit Meerettich Peroxidase (HRP = ”Horse
Raddish Peroxidase”)
• Ziege anti–GST (Amersham pharmacia biotech, Freiburg)
• Ziege anti–Kaninchen–IgG alkalische Phosphatase konjugiert (Jackson Immuno Re-
search, USA)
3.7 Sonstige Reagenzien
Alle nicht aufgefu¨hrten Chemikalien wurden in pro analysis Qualita¨t bei der Firma Merck
(Darmstadt) bezogen.
• Acrylamid/bis-Acrylamid, 30% Lo¨sung, Mix-Ratio: 37.5:1 (Sigma, Deisenhofen)
• Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Agarose NA (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Ammoniumperoxodisulfat (APS) (Aldrich, Steinheim)
• Ammoniumpersulfat (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Aqua ad injectabilia, 10ml Ampullen (Braun, Heidelberg)
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• Assay-Diluent fu¨r ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
• Bradford-Reagenz (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Bromphenolblau (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Calphostin (Biomol, Hamburg)
• Camptothecin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
• Casyton (Scha¨rfe System, Reutlingen)
• Coomassie-Fa¨rbelo¨sung (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
• Dithiothreitol (DTT) (Sigma, Deisenhofen)
• Ethanol, absolut (J.T. Baker, Deventer, Holland)
• Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen)
• Glutathion SepharoseTM4 Fast Flow (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Glycin (Sigma, Deisenhofen)
• Granulocyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor, GM-CSF (Stocklo¨sung: 10
U/ml in RPMI 1640; Strathmann)
• Hydroxyethylsta¨rke Plasmasteril 6% (HES 45/0,7) (Fresenius, Bad Homburg)
• Kerosin (Fluka, Buchs, Schweiz)
• Magermilchpulver (Sucofin, Zeven)
• Methyl-β-cyclodextrin (Sigma, Deisenhofen)
• Natrium-Vanadat (Sigma, Deisenhofen)
• Nujol-O¨l (Applied Biosystems, Weiterstadt)
• Paraformaldehyd (Riedel-de Han, Seelze)
• Pefabloc (Roche, Grenzach-Whylen)
• Pefabloc SC/ Pefabloc SC Plus (Roche, Penzberg)
• Percoll (1,130±0,005 g/ml, Pharmacia, Uppsala, Schweden)
• Polyacrylamid-Fertiggel, Execel SDS Homogenous 12,5 (Amersham Pharmacia Bio-
tech, Uppsala, Schweden)
• Ponceau S Solution (Fluka, Buchs)
• Propidiumiodid (Sigma, Deisenhofen)
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• Protein Assay (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Proteinase Inhibitor Cocktail (Sigma, Deisenhofen)
• Puffer fu¨r Mycoplasmen-PCR mit und ohne MgCl2, Promega, Mannheim
• Pufferstreifen fu¨r Anode und Kathode, Execel Gel SDS (Amersham Pharmacia Bio-
tech, Uppsala, Schweden)
• Reduziertes Glutathion (Sigma, Schnelldorf)
• Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Sodiumdodecylsulfat (SDS) (Fluka, Buchs)
• Stop-Lo¨sung fu¨r ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
• Substratlo¨sungen A und B fu¨r ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
• TEMED (Sigma, Deisenhofen)
• Tetramethylendiamin (TEMED) (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• UV-Film X-OMAT (Kodak, Stuttgart)
• Waschlo¨sung fu¨r ELISA, 20x (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
• Zymosan (Stocklo¨sung: 0,16mg/ml in RPMI 1640; Serva, Heidelberg)
• β-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen)
3.8 Molekularbiologische Reagenzien
• 123 bp DNA-Leiter (Gibco, Karlsruhe)
• dNTPs 10mM, Promega, Mannheim
• GeneRulerTM1 kb DNA Leiter (Fermentas, St. Leon-Rot)
• Molekulargewichtsmarker DALTON MARK VII-L fu¨r SDS (Sigma, Schnelldorf)
• O′ Range RulerTM100 bp; 200 bp; 100 bp + 500 bp DNA Leiter (Fermentas, St. Leon-
Rot)
• Oligonukleotidprimer (TibMolBiol, Berlin)
• PCR Nucleotide Mix (Promega, Mannheim)
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3.9 Enzyme
• Benzonase (Merck, Darmstadt)
• Glutathion S-Transferase (GST) (Sigma, Schnelldorf)
• Lysozym (Sigma, Schnelldorf)
• ProofStartTMDNA Polymerase, Taq DNA Polymerase (QIAGEN, Hilden)
• Proteinase K (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• RNase A (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Taq-DNA-Polymerase (5000U/ml; Promega, Mannheim)
• Thrombin Protease (10U/mg; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Trypsin (BioWhittacker, Heidelberg)
3.10 Testkits
• Annexin V-FITC Kit (Bender MedSystem, Wien/A)
• BioRad Protein-Assay (Bio-Rad, Mu¨nchen)
• Cytokin-ELISA IL-8, (Bender MedSystems, Wien/A)
• Density Marker Beads (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• Detoxi-GelTM-Sa¨ule (Pierce, USA)
• Endotoxinsa¨ulen (Pierce)
• Gluthation-Sepharose-4B-Sa¨ulen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
• OptEIATMMouse IL-2 Set (BD Pharmingen, Heidelberg)
• QIAGEN r© Plasmid Mini Kit (QIAGEN, Hilden)
• Vector r© BCIP/ NBT Alkaline Phosphatase Substrate Kit IV (Alexis, Gru¨nberg)
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4. Methoden
Bei der Anwendung von etablierten Methoden wird auf die entsprechende Vero¨ffentlichung
verwiesen. Sofern die Durchfu¨hrung abwich, wird sie im Text na¨her erla¨utert. Methoden,
die auf ka¨uflichen Testkits bzw. Gera¨ten basierten, werden nur beschrieben, sofern die
Durchfu¨hrung von der beigefu¨gten Anleitung abwich. Ansonsten wird auf diese verwiesen.
Die bei den entsprechenden Methoden beschriebenen Lo¨sungen und Puffer bzw. deren
Komponenten werden zur Sterilisation, sofern nicht anders vermerkt, 20min bei 121◦C und
einem Druck von 2050 hPa autoklaviert oder sterilfiltriert und bei Raumtemperatur bzw.
4◦C gelagert. Lo¨sungen mit Ethanol, Natriumdodecylsulfat (SDS) oder β-Mercaptoethanol
werden nicht autoklaviert.
4.1 Ansetzen von U¨bernachtkulturen
Referenz: Sambrook et al. (1989)
Medien und Lo¨sungen:
• LB-Medium
• Ampicillin (80mg/ml)
Durchfu¨hrung:
• Eine Bakterienkolonie von einer LB-Agarplatte steril abimpfen
• In 2ml LB-Medium (und je nach Bedarf mit 2µl entsprechendem Antibiotikum)
geben
• Inkubation u¨ber Nacht bei 37◦C und 180 rpm in einem Luftschu¨ttler.
• Diese 2ml U¨bernachtkulturen ko¨nnen als Ausgangsmaterial fu¨r Plasmidminipra¨pa-
rationen oder als Vorkultur zum Animpfen gro¨ßerer Kulturen verwendet werden.
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4.2 Anlegen von Dauerkulturen
Referenz: Sambrook et al. (1989)
Medien und Lo¨sungen:
• LB-Medium
• Ampicillin (80mg/ml)
• 87%ige Glycerol-Lo¨sung
Durchfu¨hrung:
• Eine Bakterienkolonie von einer LB-Agarplatte steril abimpfen
• In 2ml LB-Medium (und je nach Bedarf mit 2µl entsprechendem Antibiotikum)
resuspendieren
• Inkubation u¨ber Nacht bei 37◦C und 180 rpm in einem Luftschu¨ttler.
• 150µl der Bakterienkultur mit 850µl 87%iger Glycerol-Lo¨sung versetzen.
• Lagerung der Dauerkulturen bei −80◦C
4.3 Herstellung kompetenter Zellen
Kompetente Zellen sind Bakterien, deren Zellwand so pra¨pariert wurde, dass sie sehr gut
zur Aufnahme von Plasmiden geeignet sind.
Referenz: Hanahan (1983)
Medien und Lo¨sungen:
• CaCl2 Puffer 0.1 M
• LB-Medium
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Durchfu¨hrung:
• 2ml einer Vorkultur zu 200ml LB-Medium geben und bis zu einem OD600 Wert von
0.3-0.5 anziehen.
• Inkubation 5Minuten auf Eis,
• Zentrifugation der Zellsuspension bei 4◦C, 2.600 g, 5Minuten
• Resuspendieren des Pellets in 80ml CaCl2 Puffer
• Inkubation 20Minuten auf Eis
• Zentrifugation, Resuspension und Inkubation noch je zweimal wiederholen, wobei die
Menge an CaCl2 Puffer bei der zweiten Resuspension 40ml, bei der abschließenden
Aufnahme des Pellets 10ml betra¨gt.
• Lagerung der kompetenten Zellen bei −80◦C.
4.4 Transformation
Bei der Transformation von Zellen handelt es sich um die Aufnahme eines Plasmids in zuvor
kompetent gemachte Zellen. Zur Transformation von Zellen stehen verschiedene Methoden
zur Verfu¨gung wie beispielsweise die Elektroporation oder die hier verwendete Hitzeschock-
Methode.
Referenz: Asubel et al. (1995)
Medien und Lo¨sungen:
• LB-Medium
• Ampicillin (80mg/ml)
Durchfu¨hrung:
• 100 ng Plasmid und 150µl kompetente Zellen vorsichtig auf Eis mischen
• Inkubation 30Minuten, RT.
• Hitzeschock, 90 sek., 42◦C
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• Die wieder abgeku¨hlten Zellen mit 1ml LB-Medium versetzen
• Inkubation eine Stunde bei 37◦C
• Zentrifugation (300 g, 5min., RT)
• Resuspendieren des Pellets in 100µl LB-Medium
• Ausstreichen auf LB-Platten (mit entsprechendem Antibiotikum)
• Inkubationszeit: 16 Stunden, bei 37◦C
4.5 QIAGEN Minipra¨paration
Die Isolierung von Plasmid-DNA mittels Qiagen Plasmid Mini Kit beruht auf einer alkali-
schen Lyse und der Reinigung der DNA u¨ber Anionenaustauschersa¨ulen. Die negativ gela-
dene DNA bindet bei relativ niedriger Salzkonzentration an die protonierten Diethylammo-
niumethylgruppen des Austauschermaterials der Sa¨ule, wa¨hrend Proteine und degradierte
RNA unter diesen Bedingungen nicht in der Lage sind, an die positive Ladung der Sa¨ule
zu binden. Zur Eliminierung von Spuren von RNA oder Proteinen erfolgt anschließend
eine Waschung der Sa¨ule mit einem Puffer ho¨herer Salzkonzentration. Die Elution der
DNA erfolgt bei noch ho¨heren Salzkonzentrationen. Abschließend wird die DNA-Lo¨sung
konzentriert und u¨ber eine Isopropanolpra¨zipitation entsalzt.
Referenz: QIAGEN Plasmid Mini Handbook for Plasmid Mini Kit
Durchfu¨hrung: Die Plasmidminipra¨parationen erfolgte nach der Vorschrift des verwen-
deten Kits.
4.6 Bestimmung der DNA-Konzentration
Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wird die Absorption von Nukleinsa¨uren bei einer
Wellenla¨nge von λ = 260 nm und von Proteinen bei einer Wellenla¨nge von λ = 280 nm
genutzt.
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Durchfu¨hrung:
• DNA-Lo¨sung mit ddH2O verdu¨nnen
• Der Nullabgleich erfolgt gegen ddH2O
• Die DNA-Konzentration kann wie folgt berechnet werden:
1 A260 nm = 50µg/ml Doppelstrang-DNA
Konz. (µg/ml) = V x 50 x WLA
V = Verdu¨nnungsfaktor
WLA = Extinktion bei λ = 260 nm
Liegt der Extinktions-Quotient 260 nm/280 nm unter 1.8, beinhaltet die Lo¨sung noch zu
viele Proteine, liegt der Quotient u¨ber 2.0, liegen zu viele Salze oder Phenolreste von der
Aufreinigung vor. Diese Verunreinigungen ko¨nnen nachfolgende Reaktionen beeintra¨chti-
gen.
4.7 Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur analytischen Trennung von DNA-Fragmenten im
Molekulargewichtsbereich von 200-20000 bp eingesetzt. Die Agarose wird in Abha¨ngigkeit
von der Gro¨ße der aufzutrennenden DNA-Fragmente in unterschiedlichen Konzentratio-
nen eingesetzt. Die Wanderungsstrecke eines linearen DNA-Fragmentes verha¨lt sich umge-
kehrt proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichts. Um die Gro¨ße unbekannter
DNA-Fragmente zu bestimmen, werden DNA-Molekulargewichtsmarker mit Fragmenten
definierter Gro¨ße verwendet.
Referenz: Sambrook et al. (1989)
Medien und Lo¨sungen:
• Agarose
• 1x TBE-Puffer (0,09M Tris, 0,09M Borsa¨ure, 2mM EDTA, pH 8,0)
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• Ethidiumbromid (10mg/ml aqua bidest), lichtgeschu¨tzte Lagerung bei 4◦C
• Probenpuffer, 6x
• Molekulargewichtsmarker
Die folgenden Angaben beziehen sich auf ein Gel mit einer Agarosekonzentration von 1%,
in dem sich linerare DNA-Fragmente von etwa 0,5-10 kbp auftrennen lassen.
Durchfu¨hrung:
• 100ml TBE-Puffer (1x) zusammen mit 1 g Agarose aufkochen und 4µl Ethidiumbro-
mid hinzugeben.
• Gel gießen, Probenkamm einsetzen, Gel erstarren lassen
• Die Proben 1:6 mit Probenpuffer verdu¨nnen und bis zu 30µl in die Taschen auftragen
• Vom Marker werden 15µl aufgetragen
• Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgt bei 90V fu¨r ca. 60min.
4.8 Darstellung von SEA und den Mutanten
SEA und die Mutanten sind in den pGEX-2T Vektor kloniert und werden somit als GST-
Fusionsprotein exprimiert. Die pGEX Vektoren wurden designed, um induzierbare intrazel-
lula¨re Expression von GST-Fusionsproteinen, die in E. coli produziert werden, zu ermo¨gli-
chen (Harper und Speicher, 1997). GST ist ein 26 kDa großes eukaryotisches Protein. Das
GST-Gen, welches in der Entwicklung der pGEX Vektoren benutzt wurde, war urspru¨ng-
lich aus dem parasitischen Helminthen Schistosoma japonicum kloniert worden (Smith
und Johnson, 1988). Die Proteinexpression eines pGEX Plasmids ist unter der Kontrolle
des tac-Promotors, der durch das Lactose Analogon Isopropyl-β-D-thiogalactosid (IPTG)
induziert wird. Die so induzierten Kulturen ko¨nnen dann u¨ber mehrere Stunden GST-
Fusionsproteine herstellen. Im Anschluß werden die Zellen zentrifugiert und mittels leichter
Ultraschallbehandlung lysiert. Das durch Zentrifugation und Sterilfiltration von Zellresten
befreite Lysat, welches die Proteine entha¨lt, kann direkt mittels Affinita¨tschromatographie
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u¨ber eine mit Glutathion Sepharose 4B gefu¨llte Sa¨ule aufgereinigt werden. Hierbei bin-
det das GST des Fusionsproteins an die Sepharose, die unerwu¨nschten Produkte werden
von der Sa¨ule gewaschen. Das Fusionsprotein kann noch auf der Sa¨ule vom N-terminalen
GST getrennt werden, da das Fusionsprotein eine spezifische Schnittstelle zwischen dem
GST und dem rekombinanten Polypeptid besitzt. Das nach dem Schneiden von der Sa¨ule
eluierte Protein wird dann u¨ber eine Endotoxinsa¨ule weiter aufgereinigt.
Das Superantigen SEA aus Staphylococcus aureus sowie die Mutanten F47S, H187A /
H225A und F47S/H187A sind u¨ber die Schnittstellen EcoR1 und BamH1 in den Vektor
pGEX-T2 einkloniert und lagen in dem fu¨r Transformationen besonders geeigneten E. coli
Stamm DH5α vor. Um eine ho¨here Expressionsrate der Proteine zu erreichen, wurde der
Wildtyp und die Mutanten in den E. coli -Stamm BL21 transformiert, der aufgrund seiner
Proteasedefizienz eine gute Expressionsrate hat. Die Mutanten sowie der Wildtyp wurden
zur Kontrolle sequenziert. Dazu wurde eine DNA Isolierung durchgefu¨hrt, die DNA im
Agarosegel u¨berpru¨ft und der DNA Gehalt im Photometer bestimmt. Die Sequenzierung
wurde von der Firma EUROGENTEC durchgefu¨hrt.
Desweiteren wurden die Expressionsbedingungen sowie die Aufreinigung (das Schnei-
den) optimiert. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE, Western Blot und Vβ-Assay kon-
trolliert.
4.8.1 Herstellung der Proteine
Medien und Lo¨sungen:
• LB-Medium
• Ampicillin (80mg/ml)
• IPTG (1M)
• Lysispuffer (50mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH8, 1mM EDTA, 1% Triton x-100)
Durchfu¨hrung:
• Klon steril von einer LB-Platte abimpfen
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• In 10ml LB (+ 10µl Ampicillin (Amp)) geben
• Inkubation u¨ber Nacht, 37◦C, 200 rpm
• 6ml der U¨bernachtkultur (U¨NK) in 60ml LB (+ 60µl Amp), 37◦C, 250 rpm, bis zu
einer OD 600 von 1 wachsen lassen
• Die 60ml in einen 1l-Kolben mit 600ml LB (+ 600µl Amp) u¨berfu¨hren.
• Bei einer OD600 zwischen 0.65 bis 0.85 wird das IPTG dazugegeben (Endkonzentra-
tion 1mM)
• Inkubation bei 30◦C, 250 rpm, 3-5 Stunden
• Zentrifugation 20Minuten, 4000 g, 4◦C
• U¨berstand bis auf 15ml abgießen und das Pellet mit dem verbliebenen U¨berstand
resuspendieren und in ein 50ml Ro¨hrchen u¨berfu¨hren.
• Zentrifugation, 20Minuten, 4000 g, 4◦C
• U¨berstand abgießen und das Pellet bei 20◦C wegfrieren.
• Zur Lyse der Zellen das Pellet in eiskaltem Lysispuffer resuspendieren (25-50µl Puffer
/ml Kultur)
• Ultraschall auf Eis, 10 x 10 Sekunden, zwischen dem Schallen je 1 Minute Pause.
• Zentrifugation 20Minuten, 4◦C, 43000 g in 30ml Zentrifugationsro¨hrchen.
• U¨berstand sterilfiltrieren und in ein sauberes 50ml Ro¨hrchen u¨berfu¨hren.
4.8.2 Aufreinigung der Proteine (Affinita¨tschromatographie)
Die Proteine werden als Fusionsproteine zusammen mit GST exprimiert. Die Aufreinigung
erfolgte dann u¨ber eine Glutathion SepharoseTM4 Fast Flow Gel-Matrix der Firma Amers-
ham Pharmacia Biotech. Sa¨ulen (Econo Column r©), die in der Lage ist, GST zu binden.
Mittels Thrombin kann das Fusionsprotein direkt auf der Sa¨ule gespalten werden. Das
gewu¨nschte Protein wird anschließend mit PBS von der Sa¨ule eluiert, wa¨hrend das ans
immobilisierte Glutathion gebundene GST zuru¨ckbehalten wird.
Lo¨sungen:
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• 1x PBS
• Thrombin 50U / Bettvolumen der Sa¨ule
• Calciumpuffer (50mM Tris (pH8), 150mM NaCl, 2,5mM CaCl2)
Durchfu¨hrung:
• Die Sa¨ule wird entsprechend der Arbeitsvorschrift der Firma Amersham Pharmacia
Biotech vorbereitet und mit dem Gel beschickt (Bettvolumen 3-6ml)
• Auftragen des Zelllysates
• Waschen der Sa¨ule mit dem 5-10fachen Sa¨ulenvolumen mit PBS
• Schneiden des Fusionsproteins mit 50 U Thrombin pro Bettvolumen der Sa¨ule in 1ml
Calciumpuffer, U¨N, RT
• Eluierung des gereinigten und vom GST getrennten Proteins mit PBS
• Abschließend zur Entfernung von Endotoxinen u¨ber eine Endotoxinsa¨ule geben.
• Die U¨berpru¨fung auf Reinheit und Menge der Proteine erfolgt durch Photometrie
(Bradfordmethode) und SDS Page Gelelektrophorese.
4.8.3 Entfernung der Endotoxine mittels Endotoxinsa¨ule
Das nach dem Schneiden von der Sa¨ule eluierte Protein wird u¨ber eine Endotoxinsa¨ule
weiter aufgereinigt. Bei dem Detoxi-Gel der Endotoxinsa¨ule handelt es sich um Polymyxin
B, welches immobilisiert an Agarose gebunden vorliegt. Dieser Ligand bindet und entfernt
Pyrogene aus Lo¨sungen. Polymyxine sind eine Familie von Antibiotika, die kationische Cy-
clopeptide mit Fettsa¨ureketten enthalten. Polymyxin B kann die biologische Aktivita¨t von
Endotoxinen inhibieren, indem es an den Lipid A Teil der bakteriellen Lipopolysaccharide
bindet.
Endotoxine sind Bestandteile, z.B. Lipopolysaccharide, der Zellwand gramnegativer
Bakterien. Exotoxine sind unterschiedliche bakterielle Sekretionsproteine, wie z.B. Super-
antigene (z.B. TSST-1) zu denen auch die Enterotoxine wie beispielsweise das SEA geho¨ren.
Lo¨sungen:
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• Natriumdeoxycholat (1%)
• Aq. dest.
• Natriumazid
Durchfu¨hrung: Die Durchfu¨hrung der Aufreinigung erfolgte nach der Vorschrift der
Firma PIERCE.
4.9 Proteinbestimmung nach Bradford
Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgt mit dem Bio-Rad Protein-Assay. Dieser Test
beruht auf der bereits von Bradford (1976) beobachteten Tatsache, dass das Absorptions-
maximum des Farbstoffes Coomassie Brillant Blue G-250 nach Bindung an die Aminogrup-
pe von Proteinen von 465 hin zu 595 nm wechselt. Gegenu¨ber anderen Testmethoden hat
diese den Vorteil, dass ein Gehalt von 0,1% Triton X-100 nicht sto¨rt. Als Standardprotein
zur Erstellung einer Eichgraden dient BSA.
Durchfu¨hrung: Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach einem Proto-
koll der Firma Bio-Rad mit BSA als Standard.
4.10 Elektrophorese (SDS-PAGE)
Das Prinzip der 1967 durch Shapiro et al. eingefu¨hrten SDS-Gelelektrophorese beruht
darauf, dass Polypeptide ausschließlich aufgrund ihrer Moleku¨lgro¨ße aufgetrennt werden.
Durch die Behandlung mit SDS werden die Wasserstoffbru¨cken aufgetrennt und die Ei-
genladungen von Polypeptiden durch die anionische Beladung durch SDS u¨berdeckt. Die
Disulfidbru¨cken der Polypeptide werden durch reduzierende Thiolreagenzien (z.B. β-Mer-
captoethanol) gespalten. Somit werden alle Moleku¨le gleichfo¨rmig gestreckt und es entste-
hen Anionen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit. Das Polyacrylamidgel, welches
zur elektrophoretischen Auftrennung benutzt wird, wirkt wie ein Molekularsieb (Shapiro
et al., 1967).
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Die Trennung erfolgt nach nur einem physiko-chemischen Parameter, dem Molekular-
gewicht. Durch das parallele Auftragen eines Markers (Moleku¨le definierter Gro¨ße) lassen
sich die Gro¨ßen der aufgetragenen Proteine sehr gut abscha¨tzen. Die so erhaltenen Banden
ko¨nnen dann fixiert und angefa¨rbt werden. Ebenso ist eine U¨bertragung der aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran und anschließende Bindung von Antiko¨rpern zum
Nachweis eines bestimmten Proteins mo¨glich (Blotting).
Referenz: Vorschrift der Firma Amersham Pharmacia
Lo¨sungen:
• Molekulargewichtsmarker
• La¨mmli-Puffer, reduzierend (10ml Tris-Base (1.5M), 6ml 20% SDS, 30ml Glycerin,
1,8mg Bromphenolblau, 15ml β-Mercaptoethanol, pH 6,8)
Durchfu¨hrung: Die Proteine wurden auf 12,5%igen Fertiggelen der Firma Amersham
Pharmacia aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in dem Multiphor II Elektrophoresesys-
tem nach Herstellerangaben durchgefu¨hrt.
4.11 Coomassie-Fa¨rbung von Polyacrylamidgelen
Die Coomassie-Fa¨rbung dient der schnellen Fa¨rbung von Proteinen. Empfindlichkeit: 0,1-
0,3µg/Bande
Lo¨sungen:
• Fixierungslo¨sung (400ml Ethanol; 10ml Eisessig; mit destilliertem Wasser auf 1,0 l
auffu¨llen)
• Fa¨rbelo¨sung (1 Tablette PhastGel r© Blue R, in 400ml Entfa¨rberlo¨sung unter Ru¨hren
bei 60◦C suspendieren, vor dem Verwenden filtrieren)
• Entfa¨rberlo¨sung (250ml Ethanol; 80ml Eisessig; mit destilliertem Wasser auf 1,0 l
auffu¨llen)
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• Preservinglo¨sung (25ml Glycerin (87% w/v); mit Entfa¨rberlo¨sung auf 250ml auffu¨l-
len)
Durchfu¨hrung:
• Gel 30min in Fixierungslo¨sung legen.
• Gel solange in der Fa¨rbelo¨sung fa¨rben, bis die auftretenden Banden kaum noch vom
Hintergrund zu unterscheiden sind
• Gel solange im Entfa¨rber entfa¨rben, bis das Gel außerhalb der Probenspuren voll-
sta¨ndig entfa¨rbt ist
• Gel 30min in Preservinglo¨sung geben.
• Gel mit Folie abdecken, trocknen und ggfs. fotografieren
4.12 Western Blot
Blotting ist die U¨bertragung großer Moleku¨le aus Gelen auf die Oberfla¨che immobilisieren-
der Membranen. Den Transfer von DNA nennt man Southern Blot, den Transfer von RNA
Northern Blot. Der Western Blot ist die U¨bertragung von im Gel aufgetrennten Proteinge-
mischen. Auf der Membran ko¨nnen die Proteine dann z. B. mittels spezifischer Antiko¨rper
detektiert werden.
4.12.1 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf Nitrocel-
lulose-Membranen
Referenz: Vorschrift MultiPhor II Elektrophoresesystem der Firma Amersham Pharma-
cia
Lo¨sungen:
• Anoden-Puffer I: 36,3 g Tris-Base, 200ml Methanol ad 1000ml ddH2O
(pH-Wert 10,4)
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• Anoden-Puffer II: 3,03 g Tris-Base, 200ml Methanol ad 1000ml ddH2O
(pH-Wert 10,4)
• Kathoden-Puffer: 5,2 g Aminohexansa¨ure, 0,1 g SDS, 200ml Methanol ad 1000ml
ddH2O (pH-Wert 7,6)
• Ponceau-Fa¨rbelo¨sung (0.2% in 3% TCA)
• 10%ige Essigsa¨ure
Durchfu¨hrung:
• Auftrennung der Proteine u¨ber SDS-Page-Gel
• Tra¨nken mehrerer Filterpapiere in Kathoden-, Anoden I- und Anoden II- Puffer
• Nitrozellulosemembran in Anodenpuffer II tra¨nken
• Papiere (erst die in Anodenpuffer I getra¨nkten) und Membran u¨bereinander schich-
ten, Gel auf die Membran legen, in Kathodenpuffer getra¨nktes Filterpapier obenauf
legen und in die Blotapparatur legen (Anode unten, Kathode oben)
• Blotten bei 30V, 100mA, 3W, RT, 2 Stunden (MultiPhor II Elektrophoresesystem
der Firma Amersham Pharmacia.)
• Nach dem Transfer der Proteine von dem Gel auf die Membran Entfernung von Gel
und Filterpapieren
• Fa¨rbung der Membran mit Ponceau-Lo¨sung. Die Proteinbanden werden nach der
Entfa¨rbung mit 10%iger Essigsa¨ure sichtbar.
• Einscannen der Proteinfa¨rbung zur Dokumentation des Proteintransfers
• Vollsta¨ndige Entfa¨rbung der Membran mit Anodenpuffer.
4.12.2 Immunfa¨rbung der geblotteten Proteine
Referenz: Vorschrift MultiPhor II Elektrophoresesystem der Firma Amersham Pharma-
cia
Lo¨sungen:
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• Blocklo¨sung: 3% BSA in H2O
• 1x PBS
• Prima¨rantiko¨rper, c = 1µg/ml in PBS/0.1% BSA
• TBST-Puffer (pH8.0) NaCl 8.76 g
Tris 1.21 g
TritonX-100 0.5ml
Aqua dest. ad 1 l
• AP-Puffer (pH9.5): Tris 12.10 g
NaCl 5.84 g
MgCl 1.00 g
Aqua dest. ad 1 l
• AP-gekoppelter Sekunda¨rantiko¨rper, c = 1: 1000 in PBS/0.1% BSA
• Vectastain Fa¨rbekit
• ddH2O
Durchfu¨hrung:
• Blocken der Membran 3 Stunden in 3%iger BSA-Lo¨sung
• 3x10-15Minuten waschen mit PBS
• Inkubation mit dem ersten Antiko¨rper, 4◦C, u¨ber Nacht in einem Hybridisierungs-
beutel auf dem Schu¨ttler
• 3x10Minuten waschen mit TBST
• Inkubation mit dem AP-gekoppelten Sekunda¨rantiko¨rper, 2 Stunden , 4◦C, in einem
Hybridisierungsbeutel, auf dem Schu¨ttler.
• 3x10Minuten mit AP-Puffer waschen
• Inkubation in Substratlo¨sung (Anleitung gema¨ß Vectastain Fa¨rbekit) bis Banden
sichtbar werden
• Abstoppen der Reaktion mit ddH2O.
• Membran in Folie einschweißen.
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4.13 Arbeiten mit Zellen
• Zellen werden 2x wo¨chentlich umgesetzt
• Benutzte Zellen:
– Raji, BJAB, MonoMac-1, THP-1, DR1, DR1α, Dw53, Vβ 6.5, Vβ2
• Zellen werden mittels PCR regelma¨ßig auf Mycoplasmen getestet
• Wachstumskurven der Zellen
4.14 Mycoplasmen-PCR
Mycoplasmen sind eine Familie zellwandloser parasita¨rer Bakterien. Um zu vermeiden,
dass mit Mycoplasmen verunreinigte Kulturen zu falschen Ergebnissen fu¨hren, werden die
Kulturzellen regelma¨ßig mittels PCR auf das Vorhandensein von Mycoplasmen u¨berpru¨ft.
Die PCR (Polymerasen-Kettenreaktion) ermo¨glicht die Amplifikation beliebiger DNA-
Abschnitte ohne Verwendung von Restriktionsenzymen, Vektoren und Wirtszellen.
Bei der PCR werden zwei Primer (kleine DNA-Fragmente bekannter Sequenz) beno¨tigt,
die an jeweils einem Strang des zu amplifizierenden DNA-Segmentes hybridisieren. Der
DNA-Doppelstrang wird durch Erhitzen in Einzelstra¨nge zerlegt, bei der Abku¨hlung des
Gemisches lagern sich die Primer an die komplementa¨ren Stra¨nge der DNA an. Eine spezi-
elle hitzebesta¨ndige DNA-Polymerase synthetisiert dann mittels der zugegebenen Desoxy-
nucleosidtriphosphate in beide Richtungen Komplementa¨rstra¨nge des zu amplifizierenden
DNA-Segmentes. Durch zyklische Wiederholung des Prozesses kommt es zu einer exponen-
tiellen Amplifikation des gewu¨nschten DNA-Fragmentes.
Referenz: van Kuppeveld et al. (1992)
Lo¨sungen:
• Taq-Polymerase (5Uµl)
• dNTPs (10mM)
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• Puffer mit 25mM MgCl2
• Primer MGSO und GPO1 (50 pmol)
• H20 (Braun) 35µl
• 10x PCR Puffer 10µl
Ansatz der Mycoplasmen PCR:
• Xµl DNA der Zellen, Menge soll zwischen 30 und 100µg/µl liegen
• 10µl Puffer mit MgCl2
• 1µl dNTP
• 1µl Primer MGSO (50 pmol)
• 1µl Primer GPO1 (50 pmol)
• 0.5µl Taq-Polymerase
• mit ddH2O auf 50µl auffu¨llen
PCR Programm:
• 5min 95◦C
• 40Zyklen der Schritte:
– 1min 95◦C
– 1min 15 sek 60◦C
– 1min 72◦C
• 10min 72◦C
• pos. Kontrolle (+ DNA, Dw53) DNA - 1µl H20 0,5µl
• neg. Kontrolle 1,5µl H20
4.15 Zellzahlbestimmung am Casy
Das Prinzip der Zellzahlbestimmung am Casy basiert auf dem Widerstandsmessprinzip
und der Pulsfla¨chenanalyse. Zur Messung werden die Zellen in einer schwachen Elektro-
lytlo¨sung suspendiert und mit konstanter Stro¨mungsgeschwindigkeit durch eine Kapillare
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mit definierter Geometrie gesaugt. Die angelegte Spannung erzeugt in der Kapillare einen
definierten Widerstand. Zellen, die als Isolator gelten, erho¨hen beim Passieren der Kapillare
den Widerstand.
Lo¨sungen:
• Casy Ton
• Isolierte Zellen in Zellkulturmedium
Durchfu¨hrung:
• 10ml CasyTon und 10µl der Zellsuspension werden in ein Casy-Cup pipettiert.
• Die Messung erfolgt dann mit folgenden Einstellungen:
– Dilution: 0001001
– Sample: 200µl; Cycles: 3
– X-Axis: 0 - 30µm
– CU Range: 8.25 - 30.00µm
– Y-Axis: 200
– Interface: Parallel
– Print Mode: Manual; Graphic: On
4.16 Isolierung von neutrophilen Granulocyten
Die Isolierung neutrophiler Granulocyten erfolgt aus einem Leukocytenreichen Restpro-
dukt, dem sogenannten Buffy Coat, welches bei der Plasma- und Erythrocytenkonzentrat-
gewinnung aus Blutspenden abfa¨llt. In einem ersten Schritt werden die noch im Buffy Coat
enthaltenen Erythrocyten und Thrombocyten durch Sedimentation mit HES und anschlie-
ßender Lyse mit destilliertem Wasser aus dem Zellgemisch entfernt. Zur Gewinnung der
neutrophilen Granulocyten werden die verbliebenen Leukocyten u¨ber einen dreischichtigen
Dichtegradienten aus Percoll zentrifugiert. Der obere Ring aus Zellen entha¨lt die mononu-
klea¨ren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs), in der Mitte befinden sich die neutrophilen
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und im unteren Ring die eosinophilen Granulocyten. Nach Abnahmen der oberen Schicht
(PBMCs) ko¨nnen die Neutrophilen vorsichtig entnommen werden und u¨ber einen zweiten
Gradienten noch weiter aufgereinigt werden. Abschließend werden die Zellen mit PBS ge-
waschen und in Kulturmedium aufgenommen. Die Reinheitsontrolle der isolierten Zellen
erfolgt mit dem pan Granulocytenmarker CD66b am FACS. Um sicher zu stellen, dass die
isolierten Granulocyten nicht voraktiviert sind, wird zusa¨tzlich zum CD66b mit CD62L
(L-Selektin) gefa¨rbt. Da das L-Selektin bei Aktivierung der Zellen abgeworfen wird, zeigt
eine hohe Dichte an L-Selektin an, dass die Zellen bei der Isolierung nicht voraktiviert
wurden. Mit den hochreinen nicht voraktivierten neutrophilen Granulocyten ko¨nnen dann
weitere Versuche durchgefu¨hrt werden.
Referenz: Altstaedt et al. (1996)
Lo¨sungen:
• Aqua ad injectabilia (aqua ad.)
• Hydroxyethylsta¨rke (HES)
• Humanmedium: RPMI 1640 mit
– 10% FCS
– 1% L-Glutamin
– 1% Penicillin/Streptomycin
• Percoll Stammlo¨sung
• Phosphate buffered saline (PBS, 1x, 2x, 10x)
Durchfu¨hrung:
• Herstellung des Gradienten:
– Ansetzen der Stocklo¨sung durch Vorverdu¨nnen des Percolls mit 10x PBS 10:1
– Durch weitere Verdu¨nnung mit 1x PBS erfolgt die Herstellung der Gradien-
tenlo¨sungen: 85% (d=1,105 g/ml), 75% (d=1,093 g/ml), 66% (d=1,082 g/ml)
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– 5ml der 85%igen Lo¨sung, 10ml der 75%igen und 15ml der 66%igen Lo¨sung
werden vorsichtig in einem 50ml Ro¨hrchen u¨bereinander geschichtet, wobei eine
Durchmischung der Gradienten unbedingt zu vermeiden ist.
• Isolierung der neutrophilen Granulocyten:
– Buffy Coat auf 50ml Ro¨hrchen aufteilen, mit HES 2:1 mischen und 45Minuten
sedimentieren lassen
– U¨berstand mit einer Pipette abnehmen und zweimal bei Raumtemperatur mit
1x PBS bei 300g fu¨r jeweils 10Minuten waschen
– Zur Lyse der Erythrocyten Pellet in 10ml aqua ad. resuspendieren
– Sofort im Anschluß 10ml 2x PBS dazugeben, um die isotonischen Verha¨ltnisse
wiederherzustellen.
– Die Zellen erneut zweimal mit 1x PBS waschen (300 g, 10Minuten, 20◦C)
– Zellsuspension auf den Percollgradienten schichten und bei Raumtemperatur
20Minuten bei 600 g zentrifugieren
– Entfernung des U¨berstandes und der Interphase auf 66% Percoll (PBMCs)
durch vorsichtiges Abpipettieren
– Die PMNs (Polymorphkernige Neutrophile) aus der Interphase zwischen 66% –
85% mit einer Pipette in ein neues 50ml Ro¨hrchen u¨berfu¨hren
– Die so gewonnene Zellsuspension einmal mit 1x PBS waschen (300 g, 10Minuten,
20◦C)
– Das Pellet in 1x PBS resuspendieren, auf 10ml 66%ige Percolllo¨sung schichten
und 20Minuten bei Raumtemperatur mit 600 g zentrifugieren.
– Den U¨berstand und die Interphase abpipettieren und verwerfen
– Das Pellet zweimal mit 1x PBS waschen (300 g, 10Minuten, 20◦C) und abschlie-
ßend in Humanmedium aufnehmen
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4.17 Stimulation der isolierten neutrophilen Granulo-
cyten
Neutrophile Granulocyten geho¨ren zu den Leukocyten. Sie sind die ersten Zellen am Ort
einer Entzu¨ndung. Durch Ausschu¨ttung des von ihnen gespeicherten Interleukin-8 (IL-
8), einem proinflammatorischen Cytokin, locken sie weitere Zellen wie Monocyten und
Makrophagen zur Beka¨mpfung der Infektion zum Entzu¨ndungsort. Im Versuch ko¨nnen
die Granulocyten ihr gespeichertes IL-8 durch Stimulation ins Kulturmedium abgeben.
Der U¨berstand wird dann nach erfolgter Stimulation abgenommen und im ELISA (hIL-8)
gemessen.
Lo¨sungen:
• Medium RPMI 1640
• Granulocyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor, GM-CSF (Stocklo¨sung:
10U/ml in RPMI 1640)
• Zymosan (Stocklo¨sung: 0,16mg/ml in RPMI 1640)
• Stimulanzien: SEA (0.5µg), SEA-Mutanten (je 0.5µg), Antiko¨rper (anti- CD11a,
-CD11b, -CD18, -CD50, -CD54) und deren Fab-Fragmente (je 5µg)
Durchfu¨hrung:
• Einstellen der isolierten neutrophilen Granulocyten auf 3x106 /ml in 24-Lochplatten,
1ml/Loch
• Inkubation der Zellen mit GM-CSF fu¨r 48 h, 37◦C, 5% CO2
• Anschließend erfolgt die Stimulation der Zellen mit SEAwt, den SEA-Mutanten, den
Antiko¨rpern und deren Fab-Fragmente, 24 h, 37◦C, 5% CO2
• Messen der U¨bersta¨nde im ELISA (hIL-8)
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4.18 Vβ Assay
Superantigene binden sowohl an MHC-II–Moleku¨le als auch Vβ-spezifisch an T-Zellrezep-
toren (TCRs). DR1 Zellen (und DR1α sowie Dw53) werden bestrahlt. Das bedeutet, sie
ko¨nnen die Superantigene noch binden, proliferieren aber nicht mehr. Vβ-Zellen werden
unbestrahlt dazugegeben. Bindet das Superantigen an das MHC auf den DR-Zellen und an
die Vβ-Region des T-Zellrezeptors, setzten die Vβ-Zellen IL-2 frei, das im ELISA gemessen
werden kann. DR1αK39S ist eine DR1 Mutante, Dw53 eine Variante von DR1. Sie besitzen
nur eine Bindungsstelle am MHC-II–Komplex. SEA mit 2 Bindungsstellen fu¨r MHC-II
(eine fu¨r α, eine fu¨r β) kann sowohl DR1 als auch die Mutanten binden. Die F47S Mutante
von SEA besitzt nur noch die β-Bindungsstelle und kann deshalb nur an den Zellen DR1
und DR1αK39S binden. Die H187A/H225A Mutante von SEA besitzt nur noch die α-
Bindungsstelle und bindet deshalb nur noch an DR1und Dw53 und nicht an DR1αK39S.
Die SEA Doppelmutante F47S/H187A besitzt u¨berhaupt keine Bindungsstelle fu¨r MHC-II
mehr, daher kommt es nicht zur Bindung des Superantigens an MHC-II und Vβ, weshalb
keine IL-2 Produktion im ELISA messbar ist. Zusammen mit der Proteinbestimmung,
der Kontrolle der Proteine im SDS-PAGE und im Western Blot kann mit dieser Methode
gezeigt werden, dass die Proteine reaktiv sind.
Medien und Lo¨sungen:
• Kulturmedium fu¨r die entsprechenden Zellen
• Trypsin
• PBS
Durchfu¨hrung:
• Die adha¨renten Zellen (DR1, Dw53, DR1α) werden 5-10min bei Raumtemperatur
abtrypsiniert, in ein 50ml Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt, 1x gewaschen, mit Medium aufgefu¨llt
und mit 60Gy bestrahlt.
• Zellen zentrifugieren (10Minuten, 300 g) und in frischem Medium aufnehmen
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• In eine 48-Loch Platte pipettieren (500µl/well)
• U¨ber Nacht bei 37◦C und 5% CO2 anwachsen lassen.
• Am na¨chsten Tag die Suspensionszellen (Vβ-Zellen) auf 5x105 /ml einstellen
• Das Medium der adha¨renten Zellen abpipettieren und durch 250µl Vβ-Medium er-
setzen.
• Dann 250µl Vβ-Zellen dazugeben, die Zellen mit den entsprechenden Stimulanzien
fu¨r 72 Stunden bei 37◦C, 5% CO2 im Brutschrank inkubieren.
• Die U¨bersta¨nde dann im ELISA (murines Interleukin-2,mIL-2) messen.
4.19 Enzym-linked immunoabsorbent assay (ELISA)
Die Nachweismethoden von Antigenen oder Antiko¨rpern beruhen auf der spezifischen
Bindung zwischen Antigen und Antiko¨rper und dem Nachweis sowie der Quantifizierung
der gebildeten Antigen-Antiko¨rper-Komplexe. Nachweis und Quantifizierung erfolgen dann
durch die Markierung eines der Reaktanten mit einem Enzym (EIA), radioaktivem Isotop
(RIA), Fluoreszenz- (FIA) bzw. Lumineszensfarbstoffes (LIA). Nach Bildung des Antigen-
Antiko¨rper-Komplexes und der Abtrennung nichtgebundener markierter Antiko¨rper oder
Antigene wird die Menge des Immunkomplexes und damit indirekt die Menge des Anti-
gens bzw. Antiko¨rpers u¨ber die Quantifizierung der Enzymmenge (im Fall des EIA) erfaßt.
Beim ELISA (Enzym-linked immunoabsorbent assay) ist einer der Reaktanten an eine feste
Reaktionsoberfla¨che gebunden.
4.19.1 Maus IL-2 ELISA
Bei diesem mIL-2 ELISA der Firma Pharmingen handelt es sich um einen sogenannten
Sandwich-ELISA. Hierbei wird ein Antiko¨rper, in diesem Fall ein monoklonaler anti-Maus
IL-2 Antiko¨rper, in einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Er bindet das gelo¨ste Antigen,
hier mIL-2, mit so hoher Affinita¨t, dass alle anderen ungebundenen Komponenten nach
einer Inkubationszeit in einem Waschschritt entfernt werden ko¨nnen. Die Detektion erfolgt
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mit einem zweiten, biotinylierten Antiko¨rper, der ein anderes Epitop auf dem Antigen
als der erste Antiko¨rper erkennt. Zusammen mit dem zweiten Antiko¨rper wird ein En-
zymreagenz, ein Konjugat aus Avidin und Meerrettich-Peroxidase, in die Mikrotiterplatte
gegeben. Nach Zugabe der Substratlo¨sung erfolgt die Umwandlung eines farblosen Chro-
mogens in ein gefa¨rbtes Chromogen, dessen Farbintensita¨t nach Abstoppung der Reaktion
zur Auswertung in einem ELISA-Reader gemessen wird.
Referenz: Vorschrift des OptEIATMSet: Maus IL-2 der Firma Pharmingen
Lo¨sungen:
• Assay Diluent
• Capture Antibody (monoklonaler anti-Maus IL-2 Antiko¨rper)
• Detection Antibody (monoklonaler, biotinylierter anti-Maus IL-2 Antiko¨rper)
• Enzym-Reagenz (Konjugat aus Avidin und Meerrettich-Peroxidase)
• Standardlo¨sung (rekombinantes Maus-IL-2)
• Waschlo¨sung
• Substratlo¨sung (Reagenz A und Reagenz B, Verha¨ltnis 1:1)
• Stoplo¨sung
Durchfu¨hrung:
• Beschichtung der 96-Loch-Mikrotiterplatte u¨ber Nacht bei 4◦C mit 100µl Capture
Antibody pro Loch
• Die Platte 3x mit 300µl Waschpuffer pro Loch waschen
• Blocken der freien Bindungsstellen mit 200µl Assay Diluent pro Loch, 1 Stunde RT.
• Die Platte 3x mit 300µl Waschpuffer pro Loch gewaschen
• Standardlo¨sung aus der Standardstocklo¨sung mit einer Konzentration von 200 pg/ml
ansetzen.
• Ansetzen der Standardreihe mit folgenden Konzentrationen:
– 100 pg/ml
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– 50 pg/ml
– 25 pg/ml
– 12,5 pg/ml
– 6,3 pg/ml
– 3,1 pg/ml
– 0 pg/ml (Assay Diluent wird als Nullstandard verwendet)
• 100µl eines jeden Standards, der Proben und der Kontrolle werden in ein Loch pi-
pettiert
• Inkubation 2 Stunden, RT
• Waschen der Platte 5x mit 300µl Waschpuffer pro Loch.
• Anschließend werden 100µl Working-Detector-Lo¨sung (Assay Diluent, Detection An-
tibody, Enzym-Reagenz; Verdu¨nnung nach Herstellerangaben) pro Loch hinzugege-
ben
• Inkubation 1 Stunde, RT
• 7x waschen mit 300µl Waschpuffer pro Loch. Beim letzten Waschschritt erfolgt eine
30- bis 60-seku¨ndige Inkubation mit dem Waschpuffer
• 100µl Substratlo¨sung pro Loch hinzugeben
• Inkubation der Platte im Dunkeln, 30min., RT
• Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 50µl Stoplo¨sung pro Loch.
• Die Absorption wird innerhalb von 30min. im ELISA-Reader bei 450 nm gemessen
(Korrektur der Wellenla¨nge bei 570 nm).
4.19.2 Human IL-8 ELISA
Auch bei diesem ELISA handelt es sich um einen sogenannten Sandwich-ELISA.
Referenz: Vorschrift des ELISA Kits hIL-8 der Firma Bender
Durchfu¨hrung: Die Durchfu¨hrung des ELISAs erfolgte nach den Angaben des Herstel-
lers
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4.20 Aggregationsassay
Die MHC-II–Signaltransduktion spielt eine Rolle bei der homotypischen Aggregation (Mou-
rad et al., 1990; Ramirez et al., 1992). Durch Kreuzvernetzung von Zellen kommt es zur
Aggregatbildung, die unter dem Mikroskop beobachtet werden kann. Die Aggregate, die
durch Antiko¨rper, Superantigene oder andere Moleku¨le gebildet werden, sind sowohl sta-
biler als auch gro¨ßer als die Aggregate, die durch natu¨rliche spontane Aggregation von un-
stimulierten Zellen entstehen. In Anlehnung an die Vero¨ffentlichung (Garban et al., 1998)
wurden die Zellen auf jeweils 4x105 /ml eingestellt, je 600µl/well in 24-well plates ausgesa¨t
und mit verschiedenen Stimulanzien stimuliert. Vorversuche ergaben Aggregatbildung nach
90Minuten bis 2 h. Deshalb wurden die Zellen nach der Stimulation fu¨r 2 Stunden bei 37◦C,
5% CO2 inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen unter dem Mikroskop betrachtet. Zur genaueren Aus-
wertung wurden die Zellen nach der Inkubationszeit (und dem Betrachten) durch auf- und
abpipettieren durchmischt und die freien Zellen in einer Bu¨rkerza¨hlkammer ausgeza¨hlt. Da
die Aggregate stabil sind, sind nach erfolgter Aggregation weniger freie Zellen vorhanden.
Medien und Stimulanzien:
• Kulturmedium
• Superantigene: 0.5µg
• Antiko¨rper: 5µg
• Fab-Fragment von CD50: 20µl
• F(ab)2-Fragment von L243: 5µg
Durchfu¨hrung:
• Die Zellen werden auf 4x105 /ml eingestellt.
• Anschließend werden 600µl /well in 24 Lochplatten ausgesa¨t.
• Danach erfolgt die Stimulation mit den zu untersuchenden Substanzen.
• Inkubation 2h, 37◦C, 5% CO2
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• Die Aggregate bilden sich nach 90–120Minuten.
• Zur Auflockerung der Zellen auf- und abpipettieren.
• Das Ausza¨hlen der Zellen erfolgt in einer Bu¨rkerkammer.
4.20.1 Auflo¨sung von Lipid Rafts
In fast allen Zellen gibt es glykolipidreiche Mikrodoma¨nen, auch Lipid Rafts genannt, in
denen sich bestimmte Oberfla¨chenmoleku¨le ansammeln ko¨nnen. Die Konzentration vieler
Moleku¨le in einem bestimmten Bereich hat zur Folge, dass Reaktionen effektiv versta¨rkt
werden ko¨nnen, was fu¨r die Signaltransduktion aber auch fu¨r andere zellula¨re Prozesse
von großer Bedeutung ist. Durch Methyl-β-Cyclodextrin (MβCD) ko¨nnen diese Regionen
zersto¨rt werden, um so die Wichtigkeit der Lipid Rafts fu¨r bestimmte Reaktionen zu un-
tersuchen.
Lo¨sungen:
• Kulturmedium
• Methyl-β-Cyclodextrin (MβCD)
• Superantigene: 0.5µg
• Antiko¨rper: 5µg
Durchfu¨hrung:
• Zellen mit 10mM MβCD 30Minuten bei 37◦C im Brutschrank inkubieren.
• Nach erfolgter Inkubation Zellen runterzentrifugieren, (5Minuten, 1200U/min)
• Zellen 1 x waschen (5Minuten, 1200U/min) und in frischem Medium aufnehmen.
• Die Zellen in 24-Lochplatten aussa¨en und wie u¨blich stimulieren.
• Zur Untersuchung, wie schnell sich die Lipid Rafts wieder regenerieren, wurde ein
Ansatz mit Zellen direkt, d.h. ohne Mediumswechsel ausgesa¨t.
• Einstellung der Zellen, Stimulation, Inkubation und Auswertung erfolgen, wie bereits
beim Aggregationsassay beschrieben.
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4.20.2 Hemmung der PKCs mittels Calphostin C
Wenn ein Signal in die Zelle gelangt, gibt es unterschiedliche Wege, wie dieses Signal
durch die Zelle zu seinem Bestimmungsort geleitet wird. Eine Mo¨glichkeit ist der Weg
u¨ber die Proteinkinase C. Calphostin C ist ein effizienter und hochselektiver Inhibitor
fu¨r Proteinkinase C sowie fu¨r die Phospholipasen D1 und D2. Die Inhibition erfolgt u¨ber
die Interaktion mit regulatorischen Doma¨nen und kann somit fu¨r die Untersuchung des
Signaltransduktionsweges u¨ber PKC benutzt werden.
Lo¨sungen:
• Kulturmedium
• Calphostin
• Superantigene: 0.5µg
• Antiko¨rper: 5µg
Durchfu¨hrung: Einstellung der Zellen, Stimulation, Inkubation und Auswertung erfol-
gen wie bereits beim Aggregationsassay beschrieben.
4.21 Apoptoseassay
Bei Apoptoses handelt es sich um den sogenannten natu¨rlichen Zelltod. In fru¨hen Stadien
der Apoptose kommt es zu Vera¨nderungen in der Zellmembran (Andree et al., 1990; Fadok
et al., 1992; Creutz, 1992). So kommt es z.B. zur Translokation von Phosphatidylserin von
der cytoplasmatischen Innenseite der Membran auf die Außenseite (Vermes et al., 1995).
Dieses Phosphatidylserin wird von Makrophagen erkannt, die dann die apoptotischen Zellen
sowie die apoptotischen Ko¨rperchen (apoptotic bodies) phagocytieren (Fadok et al., 1992).
Zur Detektion von apoptotischen Zellen wird Annexin-V eingesetzt. Annexin-V ist ein
Ca2+ -abha¨ngiges Phospholipidbindendes Protein mit einer hohen Affinita¨t fu¨r Phospha-
tidylserin (Vermes et al., 1995). Zur Unterscheidung von apoptotischen und nekrotischen
Zellen, die ebenfalls Annexin binden ko¨nnen, wird eine Fa¨rbung mit Propidiumiodid (PI)
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durchgefu¨hrt. Propidiumiodid lagert sich an die DNA an. Die Reaktion ist also nur positiv,
wenn das Propidiumiodid an die DNA herankommt. Im Gegensatz zur Apoptose wird bei
der Nekrose die Zellmembran zersto¨rt. Durch die entstandenen Lo¨cher in der Zellmembran
kann das PI in die Zelle gelangen. Somit ist eine Unterscheidung zwischen apoptotischen
und nekrotischen Zellen im FACS mo¨glich.
Lo¨sungen und Stimulanzien:
• Camptothecin: 20µg/ml
• Superantigene: 250 ng
• Antiko¨rper: 500 ng
• Kulturmedium der benutzten Zellen
• 1x PBS
• Annexin
• Propidiumiodid
Durchfu¨hrung:
• THP-1 Zellen werden zur Expression von MHC-II mit Interferon-γ (IFN-γ) 24 Stun-
den vorstimuliert.
• Bei BJAB-, Raji- und MonoMac-1 Zellen ist keine Vorstimulation no¨tig.
• Je 1x106 Zellen /ml werden mit anti-MHC-II (L243 und DA6.231) oder Superantigen
(SEA und Mutanten, TSST-1, SPEA) fu¨r drei Stunden inkubiert (37◦C, 5% CO2).
• Anschließend erfolgt die Messung im FACS.
• Positivkontrolle: Camptothecin
• Negativkontrolle: unstimulierte Zellen.
4.22 Durchflusscytometrie
Mittels der Durchflusscytometrie ist es mo¨glich, Zellen zu sortieren, zu identifizieren und
zu charakterisieren. Die Zellsuspension wird u¨ber ein Vakuum in eine Nadel gesaugt. Durch
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hydrodynamische Fokussierung werden die Zellen vereinzelt und gelangen nacheinander in
den Meßbereich, in dem jede Zelle von einem Laserstrahl (Wellenla¨nge 488 nm) angestrahlt
wird. Zusa¨tzlich zur Streuung des Lichtes durch die Zelle entsteht hinter jeder Zelle ein
typisches Beugungsmuster. So ist es mo¨glich, Zellen auf ihre Gro¨ße und Granularita¨t (sprich
Dichte) zu untersuchen. Das hinter der Zelle entstehende Beugungsmuster ist abha¨ngig von
der Gro¨ße der Zelle. Da es in direkter Linie des ausgesandten Lichtes entsteht, nennt man
den Detektor Forwardscatter (FSC). Das um 90◦C gestreute Licht ist ein Maß fu¨r die
Granularita¨t der Zelle. Dieses Licht wird u¨ber Linsen gesammelt und u¨ber einen Spiegel
an einen Detektor weitergeleitet, der die Intensita¨t misst. Dieser Detektor wird Sidescatter
(SSC) genannt.
Wenn zusa¨tzlich beispielsweise Oberfla¨chenproteine (Immunpha¨notypisierung) unter-
sucht werden sollen, werden an die Zellen Fluorochrome u¨ber fu¨r die zu untersuchenden
Proteine spezifische Antiko¨rper gebunden. Das von ihnen emittierte Licht wird u¨ber Spiegel
nach Wellenla¨ngen getrennt und die Intensita¨t von einem weiteren Detektor gemessen.
Fu¨r die Markierung mit Fluorochromen gibt es die Mo¨glichkeit der direkten oder der
indirekten Markierung. Fu¨r die direkte Immunpha¨notypisierung benutzt man Antiko¨rper,
die sowohl eine Spezifita¨t gegen das zu untersuchende Protein (Antigen) aufweisen und
gleichzeitig an ein Fluorochrom (z.B. FITC, PE) gekoppelt sind, so dass die Markierung
in einem Schritt erfolgt. Bei der indirekten Markierung werden zwei Antiko¨rper beno¨tigt.
Der erste Antiko¨rper (Prima¨rantiko¨rper) besitzt eine Spezifita¨t fu¨r das zu untersuchen-
de Protein, der zweite Antiko¨rper (Sekunda¨rantiko¨rper) bindet spezifisch, meist an den
Fc-Teil, des ersten Antiko¨rpers. Diese Methode wird beno¨tigt, wenn es keinen direktmar-
kierten Antiko¨rper gibt, oder eine Versta¨rkung des Signals erwu¨nscht wird, da an einen
Prima¨rantiko¨rper mehrere sekunda¨re Antiko¨rper binden ko¨nnen.
Da alle Zellen eine gewisse Eigenfluoreszenz aufweisen und es außerdem zu unspezifi-
schen Bindungen der Antiko¨rper kommen kann, ist es wichtig, eine Kontrolle mitzufu¨hren.
Bei der Durchflusscytometrie ist dieses die sogenannte Isotypkontrolle. Hierbei handelt es
sich um Antiko¨rper des gleichen Isotyps wie der fu¨r die eigentlichen Proben verwendete, der
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aber nicht die gleiche spezifische Bindungsstelle besitzt. Desweiteren sollte der Kontroll-
antiko¨rper in gleicher Weise, direkt bzw. indirekt, mit dem gleichen Fluorochrom wie der
spezifische Antiko¨rper markiert sein. Die Ha¨ufigkeit der Bindung und die Fluoreszenzinten-
sita¨t ha¨ngt allein vom Isotyp des Antiko¨rpers und der Eigenfluoreszenz der verwendeten
Zellen ab. Deshalb kann mittels der Isotypkontrolle ein Grenzwert fu¨r die Auswertung
ermittelt werden, der die Fluoreszenzintensita¨t aufgrund von Eigenfluoreszenz der Zellen
und unspezifischen Bindungen der Antiko¨rper von der Fluoreszenz aufgrund spezifischer
Bindungen abtrennt.
Auswertung: Die computergestu¨tzte Auswertung erfolgte am Macintosh mit dem Pro-
gramm CellQuest 3.3. Zur optischen Auswertung werden Dot Plots erstellt, in denen die
Gro¨ße (FSC) gegen die Granularita¨t (SSC) der Isotypkontrolle und der spezifisch markier-
ten Probe dargestellt werden. Zusa¨tzlich wird von beiden Proben ein Dot Plot erstellt,
bei dem z.B. die FITC-Fluoreszenz gegen die PE-Fluoreszenz (doppelt markierte Proben)
oder die Gro¨ße gegen die Fluoreszenz (einfach markierte Proben) dargestellt wird. Fu¨r die
quantitative Auswertung wird zuerst in einem FSC gegen SSC Dot Plot ein Bereich, ein
sogenanntes Gate, um die auszuwertenden Zellen ausgewa¨hlt. In einem Histogramm wird
daraufhin fu¨r dieses Gate die Fluoreszenzintensita¨t gegen die Anzahl der geza¨hlten Ereig-
nisse (Events) der mit spezifischem Antiko¨rper markierten Probe und der Isotypkontroll-
Probe, dargestellt.
Allgemeines Protokoll zur Messung der Proben am Durchflusscytometer: Die Proben
werden mit den entsprechenden Antiko¨rpern fluoreszenzmarkiert. Vor der Messung werden
die Versta¨rkungen der Signale fu¨r FSC und SSC in den Instrumenteneinstellungen so ge-
setzt, dass in einem Dot Plot, bei dem FSC gegen SSC aufgetragen wird, die gewu¨nschten
Zellen mittig zu finden sind. Zusa¨tzlich werden die Versta¨rkungen der Signale fu¨r die zu
messenden Fluoreszenzen so gesetzt, dass die Fluoreszenz einer Isotypkontrolle im Bereich
zwischen 1 und 101 liegt. Zur Messung einer mit spezifischem Antiko¨rper markierten Pro-
be mu¨ssen dieselben Instrumenteneinstellungen verwendet werden, wie die der dazugeho¨ri-
gen Isotypkontrolle. Werden mehrstu¨ndige Stimulationen mit anschließender Messung am
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Durchflusscytometer durchgefu¨hrt, so mu¨ssen dieselben Instrumenteneinstellungen fu¨r je-
des Isotyp- /Antiko¨rperpaar zu jeder Zeit die gleichen sein. Generell gilt: sollen zwei Proben
in der Fluoreszenzintensita¨t direkt miteinander verglichen werden, so mu¨ssen zur Messung
dieselben Instrumenteneinstellungen benutzt werden. Bei der Messung sollten nicht mehr
als 1500 Ereignisse/Sekunde geza¨hlt werden. Liegt dieser Wert ho¨her, sollte die Probe
weiter verdu¨nnt werden.
4.22.1 Kontrolle der isolierten Granulocyten auf Reinheit und
Voraktivierung im Durchflusscytometer
Die isolierten Granulocyten werden mittels einer Doppelfa¨rbung mit fluoreszenzmarkier-
ten Antiko¨rpern auf Reinheit und Voraktivierung untersucht. Der pan-Granulocytenmarker
CD66b dient der Reinheitsbestimmung, das Oberfla¨chenmoleku¨l L-Selektin (CD62L), wel-
ches bei der Aktivierung von Zellen abgeworfen wird, wird zur Untersuchung des Grades
an Voraktivierung der neutrophilen Granulocyten eingesetzt. Eine hohe Dichte an CD62L
spricht dafu¨r, dass die Zellen nicht schon durch die Pra¨paration aktiviert wurden.
Lo¨sungen und Antiko¨rper:
• anti-human CD66b Antiko¨rper, FITC-markiert
• anti-human CD62L Antiko¨rper, PE-markiert
• Isotypkontrollen der entsprechenden Isotypen, konjugiert mit FITC oder PE
• PBS/BSA (PBS mit 1% BSA)
Durchfu¨hrung:
• 2x106 Zellen in 200µl PBS/BSA aufnehmen und in zwei Polystyrol-Ro¨hrchen auftei-
len
• 15Minuten bei Raumtemperatur mit je 20µl anti-L-CD62-PE und anti-CD66b-FITC
inkubieren und mit Hilfe eines Pra¨parationsgera¨tes (Multi-Q-Prep) fu¨r die Messung
am na¨chsten Tag fixieren.
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• Die Intensita¨t der Fluoreszenz wird im Durchflusscytometers gemessen.
4.22.2 FACS-Ansatz zur Untersuchung von Oberfla¨chenmoleku¨-
len
Lo¨sungen und Antiko¨rper:
• PBS
• anti- CD11a, -CD11b, -CD18, -CD50, -CD54, -L243, -DA6.231
• Kaninchen anti-Maus-IgG-FITC-konjugiert
Durchfu¨hrung:
• Die zu untersuchenden Zellen auf 1x106 Zellen /ml einstellen
• Waschen mit PBS
• Die entsprechenden Antiko¨rper (anti- CD11a, -CD11b, -CD18, -CD50, -CD54, -L243,
-DA6.231) auf das Pellet geben und vortexen
• Inkubation 20Minuten RT.
• Waschen der Zellen mit 1x PBS (5Minuten, 300 g).
• Inkubation mit dem 2. Antiko¨rper (anti-Maus FITC, 2µl), 20Minuten bei Raum-
temperatur im Dunkeln.
• 300µl 1x PBS dazugeben
• Zellen im FACS messen (488 nm).
4.22.3 Untersuchung der Bindung von SEA an die Zellen mittels
FACS
Lo¨sungen und Antiko¨rper:
• PBS
• SEA-GST
• Glutathion S-Transferase (GST)
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• Ziege anti-GST
• Kaninchen anti-Ziege-IgG-FITC-konjugiert
Durchfu¨hrung:
• Die zu untersuchenden Zellen auf 1x106 /ml einstellen
• Zellen runterzentrifugieren (10Minuten, 300 g)
• 100µl SEA-GST auf das Pellet, vortexen
• Inkubation 30Minuten bei Raumtemperatur (Kontrolle: GST (gekauft), 3µl)
• Waschen der Zellen mit PBS (5Minuten, 300 g)
• 100µl anti-GST (Verdu¨nnung 1:1000) auf das Pellet, vortexen
• Inkubation 20Minuten bei Raumtemperatur
• Waschen der Zellen mit PBS (5Minuten, 300 g)
• Inkubation mit anti-Ziege FITC (20Minuten, RT, dunkel).
• Waschen der Zellen mit PBS (5Minuten, 300 g)
• 300µl PBS aufs Pellet geben
• Zellen im FACS messen (488 nm).
4.22.4 Apoptosemessung im Durchflusscytometer mittels Anne-
xin Kit
Referenz: Protokoll des Annexin V Kits
Lo¨sungen:
• PBS
• Annexin V-FITC
• Propidiumiodid
Durchfu¨hrung:
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• Die auf 1x106 Zellen /ml eingestellten stimulierten Zellen nach der Inkubationszeit
mit 1x PBS waschen (5Minuten, 300 g/min)
• Den U¨berstand abkippen
• 5µl Annexin-FITC auf das Pellet gegeben und vortexen
• Inkubation 10Minuten, RT,dunkel
• 2x Waschen der Zellen mit PBS (5Minuten, 300 g/min)
• 10µl Propidiumiodid auf das Pellet geben, vortexen
• 300µl PBS dazugeben
• Zellen im FACS messen (488 nm).
4.23 Darstellung von L243 und DA6.231
Die Hybridome L243 und DA6.231 sezernieren Antiko¨rper gegen MHC-II, die sie ins Kul-
turmedium freisetzen. Zur Gewinnung dieser Antiko¨rper werden die Zellen beim Umsetzen
runterzentrifugiert und der U¨berstand gesammmelt. Nach Filtration des U¨berstandes wer-
den dann die Antiko¨rper mittels einer Protein A (DA6.231) bzw. Protein G (fu¨r L243)
Sa¨ule der Firma PIERCE aufgereinigt.
Durchfu¨hrung: Die Aufreinigung u¨ber die Sa¨ulen erfolgte nach Herstellerangabe. An-
schließend wurde die Reinheit der Antiko¨rper im SDS-PAGE Gel und die Funktionalita¨t
der Antiko¨rper im Durchflusscytometer untersucht.
4.24 Darstellung von Fab-bzw. F(ab)2 Fragmenten:
Immunglobuline sind von B-Lymphozyten produzierte Glykoproteine. Ihre Grundstruktur
besteht aus vier Polypeptidketten, zwei identischen leichten und zwei identischen schweren
Ketten, die in charakteristischer Weise u¨ber Disulfidbru¨cken miteinander verbunden sind.
Eine leichte Kette ist dabei immer an eine schwere Kette gebunden. Je zwei solcher He-
terodimere sind im Bereich der schweren Kette in der Hinge-Region u¨ber mindestens eine
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Disulfidbru¨cke verbunden. Die variable Region des Antiko¨rpermoleku¨ls (Fab-Fragment),
in der das Antigen spezifisch gebunden wird, wird aus den N-terminalen Doma¨nen der
schweren und der leichten Kette gebildet. Der C-terminale konstante Anteil (Fc) des Im-
munglobulins vermittelt die sogenannten “Effektorfunktionen” unter anderem durch die
Bindung und Aktivierung von Komponenten des Komplementsystems oder durch die Bin-
dung an sogenannte “Fc-Rezeptoren” auf Zelloberfla¨chen.
Mittels proteolytischer Enzyme (Proteinasen) ko¨nnen Immunglobuline in Fragmente
zerlegt werden. Durch den Verdau mit Papain erha¨lt man drei Fragmente, von denen zwei
identisch sind (Fab-Fragmente). Diese Fragmente haben die Fa¨higkeit, Antigene monova-
lent zu binden. Im Gegensatz zu den bivalenten Antiko¨rpern ist bei ihnen eine Vernetzung
jedoch nicht mehr mo¨glich. Die Fab-Fragmente eignen sich im Labor gut zum Blockieren
von beispielsweise bestimmten Rezeptoren auf Zelloberfla¨chen. Den dritten Teil des gespal-
tenen Antiko¨rpers bezeichnet man als Fc-Fragment. Er umfasst den konstanten Anteil des
Immunglobulins.
Durch die Spaltung mit Pepsin erha¨lt man ein Fragment mit zwei Antigenbindungsstel-
len (F(ab)2 Fragment). Der konstante Teil des Immunglobulins wird durch das Pepsin in
niedermolekulare Peptide abgebaut. Die F(ab)2 Fragmente sind bivalent und somit noch
zur Vernetzung in der Lage. Durch ihren Einsatz kann die Bedeutung des Fc-Teils bei
bestimmten Reaktionen untersucht werden.
Darstellung: Die Darstellung der Fab Fragmente von CD50 sowie der F(ab)2 Fragmente
von L243 und DA6.231 erfolgte nach den Anleitungen der Kits der Firma Pierce
4.25 Auswertung und Statistik
Ausgehend von den bei Aggregations– und Apoptoseassay gewonnenen Zellzahlen wird mit
graphischen und mathematischen Mitteln untersucht, welche Versuchsteile eine Vera¨nde-
rung gegenu¨ber dem Kontrollversuch zeigen. Die Graphiken wurden mit dem Softwarepa-
ket GMT erstellt und zeigen fu¨r den Aggregationsassay die mittlere relative Abweichung
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gegenu¨ber dem Kontrolllauf bzw. fu¨r den Apoptoseassay den mittleren Anteil der apopto-
tischen Zellen bei der Auswertung. Weiterhin sind die Standardabweichungen u¨ber alle
Versuche als Fehlerbalken eingezeichnet.
Die statistische Auswertung, ob ein gefundener Mittelwert signifikant oder nur zufa¨llig
vom Mittelwert des jeweiligen Kontrollversuches abweicht, erfolgt mit dem Student’schen
T–Test (Bronstein und Semendjajew, 1991; Scho¨nwiese, 2000). Aus den Mittelwerten, den
Standardabweichungen und den Stichprobengro¨ßen wird eine Testgro¨ße errechnet. Dem-
gegenu¨ber sind fu¨r verschiedene Wahrscheinlichkeitsniveaus und Stichprobengro¨ßen Ver-
gleichswerte tabelliert. Sofern die Testgro¨ße den entsprechenden Vergleichswert u¨bersteigt,
wird die Annahme einer zufa¨lligen Abweichung der Mittelwerte abgelehnt, wobei die Irr-
tumswahrscheinlichkeit durch das entsprechende Wahrscheinlichkeitsniveau gegeben ist.
Getestet wurde auf die Irrtumswahrscheinlichkeiten 5% und 1%, was ha¨ufig mit “signi-
fikanten” bzw. “hochsignifikanten” Signalen bezeichnet wird. Zur Anwendung kamen die
Tabellen fu¨r den zweiseitigen, gepaarten Test.
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5. Ergebnisse
5.1 Darstellung der Superantigene
Ein Problem bei der Herstellung des Superantigens SEA aus Staphylococcus aureus und den
SEA-Mutanten war die geringe Ausbeute an funktionsfa¨higem Protein. Deshalb erfolgte
zuna¨chst die Umklonierung in den E. coli Stamm BL21, der fu¨r seine gute Expressions-
rate bekannt ist. Anschließend wurde das Protokoll modifiziert. Zuna¨chst wurde die Art
und Menge der Vorkultur vera¨ndert, dann erfolgten Temperaturvera¨nderungen bei der Ex-
pression und die Variation der Induktionszeit des IPTGs. Außerdem wurden Versuche mit
Trypsin und Thrombin in verschiedenen Puffersystemen, unterschiedlichen Konzentratio-
nen und Reaktionszeiten sowie -temperaturen durchgefu¨hrt (siehe Methodenteil 4.8).
Die Vorversuche ergaben das Protokoll, wie es im Methodenteil steht. Die optimale
Expressionsrate lag bei 30◦C, die Induktionszeit mit IPTG bei 3-5 Stunden. Das Schnei-
den mit Thrombin bei RT fu¨r 24 Stunden brachte das beste Resultat. Normal wird eine
Inkubationszeit des Thrombin von 2 Stunden als ausreichend angegeben. Das Benutzen
eines Calciumpuffers erho¨hte die Ausbeute im Gegensatz zum Schneiden in PBS. Trypsin
schneidet zwar schneller und ist billiger als Thrombin, es schneidet aber auch unspezifischer
und die Versuche ergaben, dass das Schneiden mit Trypsin die Ausbeute verringerte.
Werden Proteine in gram-negativen Bakterien wie beispielsweise E.coli exprimiert, kann
es zu einer Kontamination mit LPS kommen. Außerdem berichteten Kum et al. (1993),
dass kommerziell erworbenes TSST-1 verunreinigende Staphylokokkenlipase enthielt und
so ein falschpositives Ergebnis von TSST-1 in reinen Monocytenkulturen erhalten wurde.
Ebenso wurden verunreinigende DNasen und Proteinasen in SPEA nachgewiesen (Fagin
et al., 1997). Da sich Superantigene und LPS in ihren Wirkungen beeinflussen (Kim und
Watson, 1970; Leonard und Schlievert, 1992; Luhm et al., 1997), ist es notwendig, die
produzierten Superantigene weiter aufzureinigen, um eine Verfa¨lschung der Versuchser-
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gebnisse auszuschließen. Hierfu¨r wurde als weiterer Reinigungsschritt eine LPS-bindende
Polymyxinsa¨ule der Firma Pierce benutzt, um die Endotoxine zu eliminieren.
Die Kontrolle, ob es sich bei dem aufgereinigten Protein um das gewu¨nschte Produkt
in der erforderlichen Reinheit, also ohne Verunreinigung durch andere Proteine, handelt,
erfolgt im SDS-PAGE (Abbildungen 1) und Western Blot (Abbildung 2)
Abbildung 1: Eluierte Fraktionen des SEA-Proteins nach der Endotoxinsa¨ule. In einem
12.5% SDS-Polyacrylamidgel wurden die Fraktionen aufgetrennt und durch Coomassie-Fa¨rbung
dargestellt. Spur 1: SEA, Spur 2 + 3: leere Fraktionen, Spur 4: aufgefangene Fraktion nach
der Spu¨lung der Sepharose 4B Sa¨ule mit Glutathion (GST und ungeschnittenes Fusionsprotein),
Spur 5: Molekulargewichtsmarker. SEAwt mit einem Molekulargewicht von 27.1 kDa ist in Spur
1 nachgewiesen, GST mit einem Molekulargewicht von 25 kDa in Spur 4.
5.2 U¨berpru¨fung der Funktionalita¨t der Superantige-
ne
Zusa¨tzlich zur Kontrolle der Proteine im SDS-Page-Gel und im Western Blot, die lediglich
die Existenz des gewu¨nschten Proteins nachweisen, werden die Superantigene noch auf
ihre Funktionalita¨t hin u¨berpru¨ft. Durch die Mutationen haben die SEA-Mutanten SEA-
H187A/H225A und SEA-F47S ihre Fa¨higkeit zur Kreuzvernetzung von MHC-II–Moleku¨len
eingebu¨ßt, da sie nur noch an die α- bzw. β-Kette des MHC-II binden ko¨nnen. Dennoch
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(a) α-GST (b) α-SEA
Abbildung 2: U¨berpru¨fung der SEA-Proteine im Western Blot. Die Western Blots mit
einem Antiko¨rper gegen (a) GST und (b) SEA. Aufgetragen sind jeweils gekauftes GST (Spur 1),
SEAwt (Spur 5) sowie die Mutanten F47S/H187A (Spur 2), H187A/H225A (Spur 3) und F47S
(Spur 4).
sind sie noch zur T-Zell Stimulation in der Lage (Li et al., 1997).
Diesen Umstand macht man sich beim Vβ-Assay zunutze, mit dem man die Funkti-
onsfa¨higkeit der Proteine u¨berpru¨ft. Dazu werden drei verschiedene DR-Zellen benutzt,
die entweder nicht mutiert sind oder so vera¨ndert sind, dass die α- bzw. die β-Kette des
MHC-II–Komplexes defekt sind. Nach Zugabe von T-Zellen, die die passende Vβ-Spezifita¨t
fu¨r die zu testenden Superantige besitzen mu¨ssen, ist nur das SEAwt in der Lage, an alle
DR-Zellen zu binden, wa¨hrend die SEA-Mutanten nur noch an die unmutierten DR1-Zellen
und eine der Mutanten (F47S die α-Mutante und H187A/H225A die natu¨rliche β-Mutante
Dw53) binden ko¨nnen (Tabelle 2). Kommt es zu einer Bindung an den MHC-II–Komplex,
kann der Bru¨ckenschlag zwischen MHC-II und TCR erfolgen und es kommt zu einer im
ELISA meßbaren Cytokinproduktion der T-Zellen (gemessen wird murines Interleukin-2
(mIL-2) im ELISA). Die Doppelmutante ist zu keiner Bindung am MHC-II und folglich
auch nicht zu einer Reaktion fa¨hig (vgl. Abbildung 3).
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Tabelle 2: Erwartete Bindungsfa¨higkeit von SEAwt und den SEA-Mutanten an die DR-Zellen
DR1 DR1αK39S Dw53
SEAwt + + +
F47S + + -
H187A/H225A + - +
F47S/H187A - - -
0
500
1000
[p
g/m
l]
w/o SEA F47S H/H F/H
(a) DR1α
0
50
100
150
[p
g/m
l]
w/o SEA F47S H/H F/H
(b) Dw53
0
1000
2000
3000
[p
g/m
l]
w/o SEA F47S H/H F/H
(c) DR1
Abbildung 3: U¨berpru¨fung der Funktionalita¨t des SEAwt und der SEA-Mutanten im
Vβ-Assay. Bestrahlte DR-Zellen (a) DR1α-Zellen, (b) Dw53-Zellen und (c) DR1-Zellen wurden
mit unbestrahlten Vβ6.5-Zellen vermischt. Die Superantigene wurden in einer Konzentration von
250 ng/ml zur 72-stu¨ndigen Stimulation bei 37◦C und 5% CO2 eingesetzt. Gemessen wurde die
mIL-2 Konzentration in den U¨bersta¨nden der stimulierten T-Lymphocyten in pg/ml im ELISA.
Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen verwendet. Gezeigt sind repra¨sentative Ergebnisse aus
jeweils n = 3.
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5.3 Neutrophile Granulocyten und Adha¨sionsmoleku¨le
Nicht nur das Fehlen der Phosphorylierungsstellen an den cytoplasmatischen Doma¨nen der
MHC-II–Komplexe, sondern auch die Tatsache, dass es durch die anti-MHC-II–Antiko¨rper
und bivalente Superantigene bei einigen Zellen zur homotypischen Aggregation kommt,
legt die Vermutung nahe, dass Adha¨sionsmoleku¨le an der Aggregation beteiligt sind. Au-
ßerdem kommt es durch Adha¨sionsmoleku¨le zu einer Versta¨rkung der Superantigeninter-
aktion zwischen MHC-II positiven Zellen und T-Zellen. Geeignete Adha¨sionsmoleku¨le sind
beispielsweise das LFA-1 (Lymphocyte Function associated Antigen-1), welches sich aus
CD11a und CD18 zusammensetzt, oder auch das Mac-1 (CD11b und CD18), und ebenso
die ICAMs (Intercellular Adhesion Molecule) 1 und 3 (CD54 und CD50), die als Liganden
fu¨r LFA-1 bekannt sind. Bei Versuchen mit neutrophilen Granulocyten wurde mittels Fab-
Fragmenten von Antiko¨rpern fu¨r die entsprechenden Adha¨sionsmoleku¨le eine Beteiligung
dieser Moleku¨le untersucht. Gemessen wurde die Freisetzung von IL-8 nach Stimulation
der Granulocyten durch das bivalente Superantigen SEAwt in Anwesenheit der Antiko¨rper
fu¨r die Adha¨sionsmoleku¨le bzw. der Fab-Fragmente dieser Antiko¨rper im ELISA.
Wie schon zuvor erwa¨hnt hat man durch die Verwendung von rekombinantem SEA und
Mutanten dieses Superantigens, die durch Aminosa¨ureausta¨usche nur noch eine Bindungs-
stelle fu¨r MHC-II besitzen, ein eindeutiges und kontrolliertes System. Eine Mutante fu¨r
beide MHC-II–Bindungsstellen (SEAF47S/H187A) differenziert zusa¨tzlich zwischen den
Kontaminationen, da es keine Kreuzvernetzung mit dem TCR mehr gibt. Der Ausschluss
der Kontaminationen ist dabei extrem wichtig, um falschpositive Ergebnisse wie beispiels-
weise bei Geha und Chatila, deren Superantigen TSST-1 mit einer Lipase verunreinigt war,
zu vermeiden (Kum et al., 1993). Die Fab-Fragmente wurden benutzt, um eine Aggregation
durch Kreuzvernetzung durch die Antiko¨rper zu vermeiden.
Die Isolierung von neutrophilen Granulocyten aus Blutplasma ist sehr zeitaufwendig
und oft ist die Ausbeute an hochreinen, nicht voraktivierten Granulocyten nur gering, so
dass die Menge fu¨r die Versuche nicht ausreicht. Zudem aggregieren die Zellen oft schon
bei der zur MHC-II–Expression notwendigen Vorstimulierung mit GM-CSF, weshalb diese
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Zellen nicht fu¨r den Aggregationsassay zu gebrauchen sind. Durch die geringe Lebensdauer
sind sie auch nicht fu¨r die Apoptoseversuche geeignet. Deshalb wurden Kulturzellen be-
nutzt, die zwar kein Prima¨rsystem darstellen, aber dafu¨r immer in ausreichenden Mengen
ohne Verunreinigungen mit anderen Zellen und ohne die aufwendige Isolierung in Kultur
gehalten werden ko¨nnen.
Durch Blockierung mit Antiko¨rpern bzw. deren Fab-Fragmenten gegen Adha¨sionsmo-
leku¨le wie CD11a, CD11b, CD18, CD50 (ICAM-3) und CD54 (ICAM-1) sollte untersucht
werden, welche akzessorischen Moleku¨le fu¨r die MHC-II–Signaltransduktion notwendig
sind. Die Ergebnisse (Abbildung 4) sprechen dafu¨r, dass Adha¨sionsmoleku¨le, zumindest
bei den PMN, notwendig sind. Die Vorversuche ergaben, dass LFA-1, also CD11a und
CD18, einen Einfluss auf die Aktivierung u¨ber MHC-II haben. Als Ligand fu¨r LFA-1 scheint
ICAM-3 (CD50) wahrscheinlicher zu sein als ICAM-1, obwohl in der Literatur ICAM-1 als
Haupt-Ligand fu¨r LFA-1 genannt wird.
Kapitel 5. Ergebnisse 72
0
20
40
60
80
100
120
140
%
 d
er
 S
EA
-in
du
zi
er
te
n 
IL
8-
Ko
nz
en
tra
tio
n
SEA
SEA
+all
e
SEA
+an
tiCD
11a
SEA
+an
tiCD
11b
SEA
+CD
18
SEA
+an
tiCD
18
SEA
+an
tiCD
50
SEA
+an
tiCD
54
AK
Fab
Abbildung 4: Bestimmung der Interleucin-8–Freisetzung durch SEA-stimulierte Gra-
nulocyten in Anwesenheit von Antiko¨rpern bzw. Fab-Fragmenten. Mit GM-CSF vor-
inkubierte Granulocyten in einer Konzentration von 3x106 Zellen/ml wurden mit jeweils 0.5
µg SEAwt und 5µg der Antiko¨rper (AK, n=1) gegen CD11a, CD11b, CD18, CD50 und CD54
bzw. deren Fab-Fragmenten (n=3) stimuliert. Nach 24 Stunden wurde die IL-8–Konzentration
im ELISA bestimmt. Dargestellt ist die IL-8–Produktion nach Antiko¨rperzugabe relativ zur IL-8
Produktion nach Stimulation durch SEAwt ohne Antiko¨rper.
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5.4 Charakterisierung der verwendeten Zelllinien
Fu¨r die folgenden Versuche standen verschiedene Suspensionszellen zur Verfu¨gung. Diese
sind mit ihren wichtigsten Eigenschaften in Tabelle 1 (Seite 24) zusammengefasst.
Um die Versuche unter optimalen Bedingungen durchzufu¨hren, wurde zuna¨chst das
Zellwachstum der Zellen untersucht. Hierfu¨r wurden die Zellen anfa¨nglich auf eine Kon-
zentration von 1x104 Zellen/ml eingestellt und ta¨glich die Zellzahl bestimmt. Die Versuche
ergaben, dass die Zellen sich an den Tagen zwei bis fu¨nf in der gu¨nstigsten Teilungsphase
befinden, weshalb die geplanten Versuche an diesen Tagen stattfanden. (vgl. Abbildung 5).
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Abbildung 5: Wachstumsverhalten verschiedener Zelllinien innerhalb von zehn Tagen.
Die verschiedenen Zellen wurden auf eine Konzentration von 1x104 Zellen/ml eingestellt und die
Zellzahl u¨ber einen Zeitraum von zehn Tagen ta¨glich bestimmt
Kapitel 5. Ergebnisse 74
5.5 Untersuchung der Oberfla¨chenmoleku¨le der ver-
wendeten Zellen im Durchflusscytometer
Zuna¨chst wurden die Zellen auf die entsprechenden, fu¨r die Aggregation in Frage kommen-
den Adha¨sionsmoleku¨le im FACs untersucht. Außerdem wurde mittels der anti-MHC-II–
Antiko¨rper L243 und DA6.231 u¨berpru¨ft, ob die Zellen MHC-II positiv sind. Die Ergebnisse
der Untersuchungen sind in den Abbildungen 6 und 7 dargestellt und in Tabelle 3 zusam-
mengefasst. Hierbei zeigte sich, dass alle Zellen LFA-1 und ICAM-1 (CD54) exprimieren,
THP-1 Zellen erst nach Stimulation mit IFN-γ. CD11b war nur bei BJAB- und Raji-
Zellen nachweisbar und ICAM-3 (CD50) wurde nur von MonoMac-1- und BJAB-Zellen
exprimiert. Bei der U¨berpru¨fung auf MHC-II–Moleku¨le reagierten alle Zellen positiv bei
der Zugabe des anti-MHC-II–Antiko¨rpers L243. Auf DA6.231 reagierten die THP-1 Zellen
erst nach Vorinkubation mit IFN-γ.
Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Durchflusscytometrie zur Untersuchung der Ober-
fla¨chenmoleku¨le auf den verwendeten Zellen. Vorhandene Oberfla¨chenmoleku¨le sind mit + gekenn-
zeichnet, Klammern kennzeichnen eine schwache Expression. DA6.231–Antiko¨rper auf Raji-Zellen
wurde nicht getestet.
CD11a CD11b CD18 CD50 CD54 L243 DA6.231
MonoMac-1 + - + + + + +
BJAB + + + + + + +
Raji + + + - + +
THP-1 + - + - - + -
THP-1 mit IFN-γ + (+) + - + + +
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(a) MonoMac-1 (b) Raji
(c) THP-1 (d) THP-1 vorinkubiert
(e) BJAB
Legende:
Isotyp IgG1
anti-CD11a
anti-CD11b
anti-CD18
anti-CD50
anti-CD54
L243
DA6
Abbildung 6: Durchflusscytometrische Untersuchung der verwendeten Zelllinien auf
Oberfla¨chenmoleku¨le. 1x106 Zellen/ml von (a) MonoMac-1 (b) Raji, (c) THP-1, (d) THP-1
nach 24 stu¨ndiger Vorinkubation mit IFN-γ sowie (e) BJAB wurden mit jeweils 5µg Antiko¨rper
gegen die zu untersuchenden Oberfla¨chenmoleku¨le (CD11a [gru¨n], CD11b [magenta], CD18 [hell-
blau], CD50 [orange], CD54 [violett] sowie den MHC-II–Antiko¨rper L243 [gelb] bzw. DA6.231
[hellblau, nur bei (e)] inkubiert. Zur Negativkontrolle dient der Isotyp IgG1 (rot). Gezeigt sind
jeweils repra¨sentative Beispiele aus jeweils n=3.
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(a) MonoMac-1 (b) THP-1 ohne IFN-γ
(c) THP-1 mit IFN-γ
Legende:
nur FITC
DA6
Abbildung 7: Durchflusscytometrische Untersuchung der Bindung des Anti-MHC-II–
Antiko¨rpers DA6.231 (blau) an (a) MonoMac-1-Zellen sowie THP-1-Zellen (b) ohne und (c)
mit IFN-γ. 1x106 Zellen/ml wurden mit jeweils 5µg Antiko¨rper inkubiert. Als Negativkontrolle
wurden nur mit dem Sekunda¨rantiko¨rper inkubiert (rot). Gezeigt sind repra¨sentative Beispiele
aus jeweils n=3.
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5.5.1 Bindung von L243/DA6.231 an HLA Mutanten
Die DR1-Zellen und die Mutanten DR1α und Dw53 werden im Vβ-Assay benutzt. Bei einer
Untersuchung der Zellen mittels L243 und DA6.231 stellte sich heraus, dass DA6.231, nicht
aber L243 in der Lage ist, an alle Zellen zu binden (Abbildung 8). Da die α-Mutante die
Mutation an der Stelle K39 aufweist, kann davon ausgegangen werden, dass diese Position
die Bindungsstelle fu¨r den anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 ist. DA6.231 hat demnach eine
andere Bindungsstelle fu¨r MHC-II als L243.
(a) DR1 (b) DR1aK39S
(c) Dw53
Legende:
Isotyp
L243
DA6.231
Abbildung 8: Durchflusscytometrische Untersuchung zur Bindung der anti-MHC-II–
Antiko¨rper L243 und DA6.231. 1x106 Zellen/ml (a) DR1-Zellen, (b) ihrer Mutante DR1
K39S und (c) der Variante Dw53 wurden mit jeweils 5µg anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 (gru¨n)
und DA6.231 (magenta) inkubiert. Die Isotypkontrolle ist in rot dargestellt. Gezeigt sind re-
pra¨sentative Beispiele aus jeweils n=3.
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5.5.2 Bindung von SEA an BJAB- und Raji-Zellen
Um zu zeigen, dass SEA auch wirklich an die benutzten Zellen bindet, wurde SEA-GST
hergestellt. Die Bindung des SEAs an die Zellen konnte im Durchflusscytometer durch
einen Ziege-anti-GST Antiko¨rper und einen FITC-markierten Sekunda¨rantiko¨rper (anti-
Ziege-FITC) nachgewiesen werden. Zur Kontrolle, dass es das SEA und nicht das GST
ist, was an die Zellen bindet, wurde kommerziell erha¨ltliches GST als Kontrolle mitgefu¨hrt
(Abbildung 9).
(a) BJAB (b) Raji
Legende:
αZiege-FITC
SEA-GST + αGST + αZiege-FITC
GST + αGST + αZiege-FITC
αGST + αZiege-FITC
Abbildung 9: Durchflusscytometrische Untersuchung zur Bindung von SEA-GST an
(a) BJAB- und (b) Raji-Zellen. 1x106 Zellen/ml wurden mit 100 µl SEA-GST inkubiert,
zur Untersuchung im Durchflusscytometer wurden 100 µl Anti-GST (Verdu¨nnung 1:1000) und
Anti-Ziege FITC (2 µl) zugegeben (gru¨n). Als Negativkontollen dienten der anti-Ziege FITC-
Antiko¨rper (rot), gekauftes GST (3 µl) mit anti-GST und anti-Ziege FITC (magenta) sowie die
Antiko¨rper anti-GST und anti-Ziege FITC (blau). Gezeigt sind repra¨sentative Beispiele aus jeweils
n=3.
5.6 Aggregationsassay
Wie schon erwa¨hnt kommt es bei Zellen zur Aggregatbildung, die unter dem Mikroskop
beobachtet werden kann, wenn diese miteinander kreuzvernetzt werden.
Bei einer Aggregation durch Antiko¨rper, Superantigene oder andere Moleku¨le sind die
Kapitel 5. Ergebnisse 79
Aggregate deutlich gro¨ßer und stabiler als bei spontaner natu¨rlicher Zusammenlagerung
von unstimulierten Zellen. Dennoch ist eine objektive Auswertung der Mikroskopbilder
(Abbildung 10) nicht einfach. Um eine genauere und wissenschaftlich korrekte Aussage
(statt nur eine ja/nein Aussage) u¨ber die Fa¨higkeit der Aggregatbildung der verschiede-
nen Stimulanzien zu bekommen, wurden die Zellen in den folgenden Versuchen nach der
Aggregierung durch pipettieren gemischt und die freien Zellen in einer Zellza¨hlkammer
ausgeza¨hlt. Je mehr Aggregate vorhanden waren, desto weniger freie Zellen waren in der
Zellza¨hlkammer vorhanden. Die aggregierten Zellen wurden durch das Pipettieren nicht
(a) MonoMac-1
(b) Raji
(c) BJAB
Abbildung 10: Ausbildung von Zellaggregaten. Mikroskopbilder (40fach) von (a) MonoMac-1
Zellen, (b) Raji Zellen, (c) BJAB Zellen. Links unstimulierte freie Zellen, rechts Aggregate nach
Stimulation. Gezeigt sind repra¨sentative Beispiele aus jeweils n=3.
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auseinander gerissen und die Aggregate waren fu¨r die Za¨hlkammer zu groß.
Zuna¨chst wurden die verschiedenen Zellsysteme im Aggregationsassay mit den verschie-
denen Stimulanzien untersucht.
5.6.1 Untersuchung der verschiedenen Zellen mit L243/DA6.231,
SEAwt und SEA-Mutanten im Aggregationsassay
In einem ersten Versuch wurden die verschiedenen Zellsysteme mit den anti-MHC-II–
Antiko¨rpern L243 und DA6.231, sowie dem Superantigen SEAwt und seinen Mutanten
F47S, H/H, F/H stimuliert und die Aggregation untersucht.
Die anti-MHC-II–Antiko¨rper fu¨hren bei allen Zellen (MonoMac-1, BJAB, Raji) zur
Aggregatbildung (zusammengefasst in Tabelle 4). Beim Einsatz des bivalenten Superan-
tigen SEAwt fand Aggregation nur mit BJAB (Abbildung 11 a) und MonoMac-1 Zellen
(Abbildung 11 b) statt. Die Mutanten von SEA, die als Kontrollen mitgefu¨hrt wurden,
bildeten wie erwartet keine Aggregate. Raji Zellen aggregierten unter Zugabe von SEAwt
nicht (Abbildung 11 c).
Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse des Aggregationsassays
L243 DA6.231 SEA F47S H/H F/H
MonoMac-1 + + + - - -
BJAB + + + - - -
Raji + + - - - -
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Abbildung 11: Untersuchung der Zellaggregation durch Superantigene und anti-MHC-
II–Antiko¨rper. 4x105 Zellen/600µl von (a) BJAB-, (b) MonoMac-1-, (c) Raji-Zellen wurden
je Loch in einer 24-Loch Platte ausgesa¨t und fu¨r 2h bei 37◦C, 5% CO2 inkubiert. Von den
Superantigenen wurden 0.5µg und von den Antiko¨rpern 5µg fu¨r die Stimulation eingesetzt. Zur
genauen Auswertung wurden die freien Zellen in einer Bu¨rkerkammer ausgeza¨hlt. Die Graphik
zeigt die Anzahl der Aggregate in [%]. Die Aggregate der unstimulierten Probe (w/o) wurden
gleich Null gesetzt. ?: p <0.05; ??: p <0.01 im Student’s T-Test. n = 5 im Quadruplett.
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5.6.2 Die Rolle des Fc-Fragmentes von anti-MHC-II Antiko¨r-
pern bei der Zellaggregation
Eine Frage, die sich aus diesen Ergebnissen ergab, war zum Einen, ob die anti-MHC-II–
Antiko¨rper die Vernetzung der Zellen u¨ber den Fc-Rezeptor, der auf den Zelloberfla¨chen
vorhanden ist, herbeifu¨hren, oder ob der Fc-Teil des Antiko¨rpers fu¨r die Aggregation nicht
beno¨tigt wird. Mittels F(ab)2 Fragmenten des Antiko¨rpers L243 sollte dies u¨berpru¨ft wer-
den. IgG-Antiko¨rper bestehen aus zwei identischen schweren und zwei identischen leichten
Ketten. Die leichten Ketten sind u¨ber Disulfidbru¨cken an die schweren Ketten gebunden.
Die Antiko¨rper besitzen eine Y-fo¨rmige Struktur. Die C-terminalen Doma¨nen der schwe-
ren Ketten bilden das sogenannte Fc-Fragment, welches die funktioniellen Eigenschaften
des Moleku¨ls bestimmt. Alle vier Polypeptidketten besitzen neben einer konstanten Regi-
on eine variable Region am N-Terminus, die zur antigenbindenden Stellen beitragen. Sie
bilden Paare, so dass zwei identische antigenbindende Stellen entstehen (Fab), wodurch
Antiko¨rpermoleku¨le Antigene vernetzen ko¨nnen.
Zellen besitzen Fc-Rezeptoren, die den Fc-Teil von Antiko¨rpern binden ko¨nnen und so
Reaktionen herbeifu¨hren oder sie zumindest versta¨rken ko¨nnen. F(ab)2-Fragmente besitzen
keinen Fc-Teil mehr, haben aber, im Gegensatz zu den Fab-Fragmenten, noch ihre 2 Bin-
dungsstellen und sind somit in der Lage, Vernetzungen herbeizufu¨hren. Fu¨r diesen Versuch
wurden Raji-Zellen verwendet, weil sie die gro¨ßte MHC-II–Dichte auf der Oberfla¨che be-
sitzen. F(ab)2 Fragmente sind ebenso wie der ganze Antiko¨rper in der Lage, Aggregate zu
bilden. Der Verlust des Fc-Teils fu¨hrte nicht zu einer Verminderung der Aggregatbildung,
weshalb man darauf schließen kann, dass der Fc-Teil bei der Aggregation von Zellen nach
Stimulation mit MHC-II–Antiko¨rpern nicht beno¨tigt wird (Abbildung 12).
Kapitel 5. Ergebnisse 83
0
10
20
30
40
50
60
70
A
gg
re
ga
te
 [%
]
w/o L243 F(ab)2
Abbildung 12: Untersuchung der Zellaggregation durch Stimulation mit dem anti-
MHC-II–Antiko¨rper L243 und seines F(ab)2-Fragmentes. Aggregationsassay mit Raji
Zellen. 4x105 Raji-Zellen/600µl wurden je Loch in einer 24-Loch Platte ausgesa¨t und fu¨r 2h bei
37◦C, 5% CO2 inkubiert. Vom anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 sowie dem F(ab)2 Fragment dieses
Antiko¨rpers wurden jeweils 5µg fu¨r die Stimulation eingesetzt. Zur genauen Auswertung wurden
die freien Zellen in einer Bu¨rkerkammer ausgeza¨hlt. Die Graphik zeigt die Anzahl der Aggregate
in [%]. Die Aggregate der unstimulierten Probe (w/o) wurden gleich Null gesetzt. ?: p <0.05; ??:
p <0.01 im Student’s T-Test. n = 3 im Quadruplett.
5.6.3 Die Rolle von ICAM-3 bei der homotypischen Aggregation
durch MHC-II–Signaltransduktion
Weiterhin fiel auf, dass die Raji Zellen nicht in der Lage waren, nach der Stimulation mit
SEAwt zu aggregieren. Die Untersuchung der Zellen im Durchflusscytometer zeigt, dass
Raji Zellen im Gegensatz zu MonoMac-1 Zellen und BJAB Zellen CD50 negativ sind. Die-
ses Ergebnis legt nahe, dass CD50 bei der Aggregatbildung u¨ber bivalente Superantigene
eine Rolle spielt, was auch zu den Ergebnissen der Granulocytenversuche passen wu¨rde.
Um diese U¨berlegung zu u¨berpru¨fen, sollte das Adha¨sionsmoleku¨l ICAM-3 (= CD50) mit-
tels Fab-Fragmenten geblockt werden und anschließend die Aggregatbildung durch SEA
untersucht werden. Die Versuche hatten ergeben, dass MonoMac-1 Zellen und BJAB-Zellen
in der Lage sind, mit Superantigenen Aggregate zu bilden. Im Gegensatz dazu reagierten
die Raji-Zellen nur auf die MHC-II–Antiko¨rper. Im folgenden Versuch wurden MonoMac-1
Zellen mit Fab-Fragmenten des CD50 Antiko¨rpers vorinkubiert und nach 10 Minuten mit
SEA stimuliert. Es zeigte sich, dass die Aggregatbildung durch SEA nach Blockierung des
CD50 Rezeptors deutlich zuru¨ckgegangen war. Eine Zugabe von CD50 Fab-Fragmenten
alleine fu¨hrte nicht zur Aggregierung der Zellen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Untersuchung der Zellaggregation von MonoMac-1–Zellen nach Blockie-
rung von ICAM-3 mittels Fab-Fragmenten des anti-CD50-Antiko¨rpers. 4x105 Zellen
/600 µl wurden je Loch in einer 24-Loch Platte ausgesa¨t und fu¨r 2h bei 37◦C, 5% CO2 inkubiert.
Von den Superantigenen wurden 0.5 µg, von den Antiko¨rpern 5µg und von den Fab-Fragmenten
des anti-CD50 Antiko¨rpers 20µl fu¨r die Stimulation eingesetzt. Zur genauen Auswertung wurden
die freien Zellen in einer Bu¨rkerkammer ausgeza¨hlt. Die Graphik zeigt die Anzahl der Aggregate
in [%]. Die Aggregate der unstimulierten Probe (w/o) wurden gleich Null gesetzt. ?: p <0.05; ??:
p <0.01 im Student’s T-Test. n = 12 (CD50: n = 11, F/H: n = 10) im Duplett.
5.6.4 Notwendigkeit der Ansammlung von MHC-II–Moleku¨len
in Lipid Rafts fu¨r die homotypische Aggregation
Desweiteren wird in der Literatur berichtet, dass MHC-II–Komplexe in Lipid Rafts vor-
liegen. Um zu testen, ob diese Ansammlung in Lipid Rafts zur Aggregatbildung von
No¨ten ist, sollte in einem weiteren Versuch durch Zersto¨rung der Lipid Rafts mittels ß-
Methylcyclodextrin diese Frage untersucht werden.
Die Zellmembranen setzen sich zusammen aus Lipiden und Proteinen. Dabei sind die
Moleku¨le aber nicht starr angeordnet, sondern man spricht vom sogenannten Flu¨ssigmosaik-
Modell, d.h., die Moleku¨le ko¨nnen durch die Membran wandern. In den meisten Zellen gibt
es sogenannte Lipid Rafts. Diese Rafts sind glykolipidreiche Mikrodoma¨nen, in denen sich
bestimmte Oberfla¨chenmoleku¨le anreichern ko¨nnen. Das hat den Vorteil, dass sich Reak-
tionen durch die Ansammlung der beno¨tigten Moleku¨le versta¨rken ko¨nnen (viele Moleku¨le
an bestimmten Stellen sind effektiver als die gleiche Anzahl an Moleku¨len u¨berall auf der
Zelloberfla¨che verteilt). Diese sogenannten Rafts sind wichtige Stellen fu¨r die Signaltrans-
duktion und andere Prozesse wie z.B. intrazellula¨ren Transport (Goebel et al., 2002).
MHC-II liegt in Lipid Rafts vor. Methyl-β-cyclodextrin (MβCD) zersto¨rt die Lipid
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Rafts. Mit diesem Versuch sollte gezeigt werden, inwieweit die Lipid Rafts fu¨r die Ag-
gregatbildung beno¨tigt werden. Dazu wurden BJAB-Zellen mit MβCD vorbehandelt und
anschließend mit L243 und SEAwt stimuliert. Außerdem wurde ein Ansatz gemacht bei
dem die Zellen vor der eigentlichen Stimulation neues Medium bekamen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Untersuchung der Zellaggregation von BJAB-Zellen nach Auflo¨sung
der Lipid Rafts. 4x105 Zellen/600µl wurden je Loch in einer 24-Loch Platte ausgesa¨t und
fu¨r 2h bei 37◦C, 5% CO2 inkubiert. Von den Superantigenen (SEA) wurden 0.5µg und von
den Antiko¨rpern (L243) 5µg fu¨r die Stimulation eingesetzt. Eine Vorbehandlung mit MβCD zur
Zersto¨rung der Lipid Rafts ist mit + gekennzeichnet, ein zwischenzeitliches Einsetzen in neues
Medium nach dieser Vorbehandlung mit +/gew. Die Kontrolle ohne Vorbehandlung mit MβCD
ist mit - gekennzeicnet. Zur genauen Auswertung wurden die freien Zellen in einer Bu¨rkerkammer
ausgeza¨hlt. Die Graphik zeigt die Anzahl der Aggregate in [%]. Die Aggregate der unstimulierten
Probe (w/o) wurden gleich Null gesetzt. ?: p <0.05; ??: p <0.01 im Student’s T-Test. n = 3 im
Duplett
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5.6.5 Notwendigkeit von heterogenen Bindungsstellen bei der
Superantigen–vermittelten Aggregierung von Zellen
Da bei den Untersuchungen im Durchflusscytometer herauskam, dass es bei den anti-
MHC-II–Antiko¨rpern Unterschiede in der Fa¨higkeit zur Bindung an verschiedene MHC-
II–Mutanten gibt, stellte sich die Frage, ob nur bivalente Superantigene mit heterogenen
Bindungsstellen zur Aggregation von Zellen u¨ber MHC-II in der Lage sind, oder ob auch
zwei homogene, also zwei α- oder zwei β-Bindungsstellen, zur Aggregatbildung geeignet
sind. Diese Fragestellung sollte mittels SPEA und SPEC, zwei monovalenten aber zur
Dimerisierung fa¨higen Superantigenen aus Streptococcus pyogenes, gekla¨rt werden.
Im Durchflusscytometer ergab sich, dass DA6.231, nicht aber L243 in der Lage ist, an
die HLA-Mutante DR1αK39S zu binden (vergl. Ergebnisteil 5.6). Das bedeutet, dass K39
die Stelle ist, an die L243 bindet. DA6.231 erkennt demnach ein anderes Epitop. Zusa¨tzlich
zu den genannten Superantigenen wurde noch UH-1 eingesetzt. UH-1 ist ein Antiko¨rper
fu¨r SPEA, der dieses Superantigen vernetzt und so zur Dimerbildung beitra¨gt. Mit SPEC
erfolgte eine spontane Aggregatbildung der BJAB-Zellen (Abbildung 15). SPEA alleine
fu¨hrte nicht zur signifikanten Aggregierung, wohl aber SPEA mit UH-1 zusammen. UH-1
alleine war nicht zur Aggregatbildung in der Lage.
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Abbildung 15: Untersuchung der Zellaggregation bei BJAB-Zellen bei verschiedenen
Superantigenen. 4x105 Zellen/600µl wurden je Loch in einer 24-Loch Platte ausgesa¨t und fu¨r
2h bei 37◦C, 5% CO2 inkubiert. Von den Superantigenen wurden 0.5µg, von den Antiko¨rpern
5µg fu¨r die Stimulation eingesetzt. Zur Versta¨rkung der Dimerisierung von SPEA wurde der anti-
SPEA-Antiko¨rper UH1 sowohl mit SPEA als auch zur Kontrolle alleine eingesetzt. Zur genauen
Auswertung wurden die freien Zellen in einer Bu¨rkerkammer ausgeza¨hlt. Die Graphik zeigt die
Anzahl der Aggregate in [%]. Die Aggregate der unstimulierten Probe (w/o) wurden gleich Null
gesetzt. ?: p <0.05; ??: p <0.01 im Student’s T-Test. n = 5 im Duplett.
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5.6.6 Blockierung der Proteinkinase C (PKC) zur Untersuchung
des Signaltransduktionsweges
Die Stimulation von MHC-II fu¨hrt auf humanen B-Lymphocyten u.a. zur Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) (Lane et al., 1990; Mooney et al., 1990; Cambier et al., 1991;
Brick-Ghannam et al., 1994; Cambier et al., 1994). Die PKC ist bei vielen Signaltransduk-
tionswegen beteiligt. Um zu u¨berpru¨fen, inwieweit die MHC-II–Signaltransduktion mittels
Superantigenen und Antiko¨rpern u¨ber dieses zentrale Moleku¨l abla¨uft, wurde in diesem Ver-
such mittels Calphostin C eine Hemmung der Proteinkinase C herbeigefu¨hrt. Im Anschluß
an diese Hemmung wurden die Zellen, nach erfolgter Stimulation, im Aggregationsassay
untersucht.
Nach einer Vorbehandlung der Zellen mit Calphostin C kam es nach Stimulation mit
SEA nicht mehr zur Aggregatbildung. Auch bei L243 war die Aggregatbildung erniedrigt,
wenn auch immer noch deutlich signifikant (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Untersuchung der Zellaggregation von BJAB-Zellen nach Hemmung der
Proteinkinase C mittels Calphostin C. 4x105 Zellen /600µl wurden je Loch in einer 24-Loch
Platte ausgesa¨t und fu¨r 2h bei 37◦C, 5% CO2 inkubiert. Von den Superantigenen wurden 0.5µg
und von den Antiko¨rpern 5µg fu¨r die Stimulation eingesetzt. Eine Vorbehandlung mit Calphostin
C ist mit + gekennzeichnet, die Kontrolle mit -. Zur genauen Auswertung wurden die freien
Zellen in einer Bu¨rkerkammer ausgeza¨hlt. Die Graphik zeigt die Anzahl der Aggregate in [%]. Die
Aggregate der unstimulierten Probe (w/o) wurden gleich Null gesetzt. ?: p <0.05; ??: p <0.01
im Student’s T-Test. n = 8 im Duplett.
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5.7 Apoptose
MHC-II–Signaltransduktion spielt nicht nur bei der homotypischen Aggregation eine Rol-
le, sondern auch beim programmierten Zelltod (Newell et al., 1993; Truman et al., 1996).
In diesem Teil der Arbeit wird deshalb als weiteres Meßsystem die Apoptoseindukti-
on verschiedener Zellsysteme durch Stimulation mit Superantigenen und anti-MHC-II–
Antiko¨rpern im FACS untersucht.
In einem gesunden Organismus gibt es ein natu¨rliches Gleichgewicht zwischen Pro-
liferation und Zelltod. Der Zelltod sorgt dafu¨r, dass z.B. das Immunsystem, aber auch
Organe wie Leber oder Niere sta¨ndig erneuert werden, wobei ihre Zellzahl relativ konstant
bleibt.Wichtig ist auch der Tod von autoreaktiven Lymphocyten im Thymus im Stadi-
um der Differenzierung. Es werden zwei Formen des Zelltods unterschieden: Nekrose und
Apoptose. Bei der Apoptose handelt es sich um einen Zelltod auf Raten, d.h. es wird eine
biochemische Kaskade von mehreren Ereignissen aktiviert, die dann u¨ber mehrere Stufen
zum Zelltod fu¨hrt. Es kommt zu morphologischen Vera¨nderungen sowohl des Zellkerns als
auch des Zytoplasmas. Charakterisiert ist die Apoptose durch eine Schrumpfung der Zel-
len. Es kommt zudem zur Kondensation des Chromatins und der systematischen Spaltung
der DNA.
Im Organismus werden apoptotische Zellen schnell durch Phagocytose beseitigt. Im
Labor kann man sich die morphologischen Vera¨nderungen zunutze machen, um Apoptose
nachzuweisen. Apoptose kann sowohl durch physiologische Signalstoffe (sogenannte To-
dessignale) wie TNF (Tumornekrosefaktor), dem Fas-Liganden (CD95L, Apo-1L), TRAIL
und Apo-3L als auch durch UV- oder γ-Strahlen, Chemotherapeutika, freie Radikale, Oxi-
dantien (z.B. H2O2), Hitzeschock, DNA-Scha¨digungen und verschiedene Chemikalien (z.B.
Ethanol) ausgelo¨st werden.
Nach einigen Vorversuchen mit THP-1 und Raji-Zellen mit IFN-γ, Ethanol, Campto-
thecin und γ-Strahlen erwies sich das Camptothecin als am besten geeignet und wurde
deshalb als Positivkontrolle in den folgenden Versuchen eingesetzt. Als Negativkontrolle
dienten unstimulierte Zellen.
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Es wurden die verschiedenen Zellsysteme (THP-1, MonoMac-1, Raji, BJAB) mit dem
anti-MHC-II–Antiko¨rper L243, dem bivalenten Superantigen SEAwt und der SEA Dop-
pelmutante F/H stimuliert. Bei den THP-1 und MonoMac-1 Zellen wurde auch der anti-
MHC-II–Antiko¨rper DA6.231 mitgefu¨hrt. Die THP-1 Zellen wurden zudem zusa¨tzlich noch
mit den SEA-Mutanten F47S und H/H, sowie mit den monovalenten aber zur Dimerisie-
rung befa¨higten Superantigenen SPEA und SPEC, sowie dem SPEA–Antiko¨rper UH-1
stimuliert. Anschließend wurden die Zellen im Durchflusscytometer gemessen.
Es zeigte sich, dass der MHC-II–Antiko¨rper L243 in der Lage ist, bei allen verwendeten
Zellen, außer bei den Raji Zellen, Apoptose zu induzieren (Abbildungen 17 bis 19). SEAwt
war hingegen nicht in der Lage, den programmierten Zelltod auszulo¨sen. Bei den mono-
zyta¨ren Zellsystemen THP-1 und MonoMac-1 wurde ein zweiter anti-MHC-II Antiko¨rper,
DA6.231, mitgefu¨hrt. Es stellte sich heraus, dass dieser Antiko¨rper, im Gegensatz zu L243,
keine Apoptose induzierte.
Die Ergebnisse der Wirkung von SEAwt und den MHC-II–Antiko¨rpern auf die ver-
schiedenen Zellsysteme sind nochmal in der Tabelle 5 zusammengefasst.
Tabelle 5: Zusammenfassung der Reaktionen verschiedener Zelllinien im Aggregationsassay und
bei der Apoptose auf Stimulation mit SEAwt bzw. MHC-II–Antiko¨rper. Eine signifikant positive
Reaktion (p <0.05) ist mit + gekennzeichnet, ansonsten mit -. Nicht getestete Kombinationen
sind durch / repra¨sentiert.
L243 DA6.231 SEA
Apoptose Agg.-Ass. Apoptose Agg.-Ass. Apoptose Agg.-Ass.
MonoMac-1 + + - + - +
THP-1 + / - / - /
Raji - + / - - -
BJAB + + / + - +
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Abbildung 17: Apoptose-Assay mit THP-1 Zellen. THP-1 Zellen werden zur Expression von
MHC-II mit Interferon-γ (IFN-γ) 24 h vorstimuliert (100 U/ml). Je 1x106 Zellen/ml werden mit
500ng/ml anti-MHC-II–Antiko¨rpern (L243 und DA6.231) bzw. anti-SPEA Antiko¨rper (UH-1)
oder 250ng/ml Superantigen (SEA und Mutanten, TSST-1, SPEA) fu¨r drei Stunden inkubiert
(37◦C, 5% CO2). Anschließend erfolgt die Messung im Durchfluscytometer. Als Positivkontrolle
wurde Camptothecin (20µg/ml) benutzt, als Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen. ?: p
<0.05; ??: p <0.01 im Student’s T-Test. Die jeweilige Versuchszahl steht in den Ka¨sten in der
jeweilgen Sa¨ule.
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Abbildung 18: Apoptose-Assay mit MonoMac-1 Zellen. Je 1x106 Zellen/ml werden mit
500ng/ml anti-MHC-II–Antiko¨rpern (L243 und DA6.231) oder 250ng/ml Superantigen (SEA und
Mutanten) fu¨r drei Stunden inkubiert (37◦C, 5% CO2). Anschließend erfolgt die Messung im
Durchflusscytometer. Als Positivkontrolle wurde Camptothecin (20µg/ml) benutzt, als Negativ-
kontrolle dienten unstimulierte Zellen. ?: p <0.05; ??: p <0.01 im Student’s T-Test. n = 4 im
Quadruplett.
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Abbildung 19: Apoptose-Assay mit (a) Raji Zellen, (b) Bjab-Zellen. Je 1x106 Zellen / ml
werden mit 500ng/ml anti-MHC-II–Antiko¨rper (L243) oder 250ng/ml Superantigen (SEA und die
Mutante F47S/H187A) fu¨r drei Stunden inkubiert (37◦C, 5% CO2). Anschließend erfolgt die Mes-
sung im Durchflusscytometer. Als Positivkontrolle wurde Camptothecin (20µg/ml) benutzt, als
Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen. Zusa¨tzlich wurden hier unstimulierte, ungefa¨rbte
Zellen mituntersucht. ?: p <0.05; ??: p <0.01 im Student’s T-Test. n=4 im Duplett.
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6. Diskussion
In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Superantigenen auf verschiedene Zellen des Im-
munsystems untersucht und Unterschiede der Zellen bei unterschiedlichen Ergebnissen her-
ausgearbeitet. Außerdem wurde untersucht, ob Adha¨sionsmoleku¨le, und wenn ja welche,
bei der Superantigen–vermittelten MHC-II–Signaltransduktion beteiligt sind und inwieweit
sich die MHC-II–Signaltransduktion durch Superantigene von der Antiko¨rper–vermittelten
MHC-II–Signaltransduktion unterscheidet.
Die zwei Systeme, die zur Untersuchung der MHC-II–Signaltransduktion zur Verfu¨gung
stehen, na¨mlich die Verwendung von anti-MHC-II–Antiko¨rpern und die Benutzung von Su-
perantigenen, kommen in dieser Arbeit parallel zum Einsatz, um zum Einen eine Positiv-
kontrolle in Form der Antiko¨rper zu haben, zum Anderen um eventuelle Unterschiede in der
Signaltransduktion feststellen zu ko¨nnen. Die direkte Signaltransduktion durch Superan-
tigene wurde 1990 erstmals beschrieben (Homfeld et al., 1990). Die MHC-II–Signaltrans-
duktion durch Superantigene unterscheidet sich grundlegend von der Aktivierung durch
andere bakterielle Toxine wie beispielsweise Lipopolysaccharid (LPS). Wa¨hrend es bei
einer LPS–induzierten Signaltransduktion zur Hochregulation des proinflammatorischen
Zytokins IL-1 und sekunda¨r zur Expression des antiinflammatorischen IL-1RA kommt, in-
duziert die Superantigen–vermittelte MHC-II–Signaltransduktion nur die Induktion von
IL-1 (Mehindate et al., 1994; Rink et al., 1996). Die fehlende Expression des antiinflamma-
torischen IL-1RA, also des abschaltenden Signals, ko¨nnte eine Ursache fu¨r die Entstehung
chronischer Entzu¨ndungen sein.
Der Einsatz von bivalenten Superantigenen, wie beispielsweise dem in dieser Arbeit
verwendeten SEA, ermo¨glicht die Untersuchung der MHC-II–Signaltransduktion T-Zell-
unabha¨ngig, da die bivalenten Superantigene mit zwei Bindungsstellen fu¨r MHC-II, eine fu¨r
die α-, eine fu¨r die β-Kette des MHC-II–Komplexes, in der Lage sind, Zellen u¨ber MHC-II
zu vernetzen. Diese nicht-kovalente Quervernetzung von MHC-II–Moleku¨len stellt eine sehr
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wirksame Form der Zellaktivierung dar. Sie kann beispielsweise zur Aggregation von Zellen
fu¨hren, was eine Aktivierung dieser Zellen und das Auslo¨sen von Signaltransduktionswegen
in diesen Zellen zur Folge hat. In dieser Arbeit wird unter anderem die Aggregation von
MonoMac-1 Zellen, einer humanen Monocytenzelllinie, sowie der B-Zelllinien BJAB und
Raji mit Hilfe eines Aggregationsassays untersucht. Mit Ausnahme von SEC, SPEA und
SSA, die bevorzugt an HLA-DQ-Allele binden (Sundberg und Jardetzky, 1999), binden die
meisten Superantigene mit gro¨ßerer Affinita¨t an HLA-DR (Fischer et al., 1989; Fraser, 1989;
Mollick et al., 1989). Die Unterschiede in den Allelen von HLA-DR und HLA-DQ sind durch
den MHC-Haplotyp bedingt und verantwortlich fu¨r die unterschiedlichen Anfa¨lligkeiten der
einzelnen Individuen fu¨r durch Superantigene ausgelo¨ste Krankheiten (Kotb et al., 2002;
Llewelyn et al., 2004).
Zuna¨chst wurde das Protokoll zur Herstellung von SEAwt und den Mutanten modifi-
ziert, um ausreichende Menge an funktionsfa¨higem Superantigen zu erhalten. Die ersten
Versuche zur MHC-II–Signaltransduktion wurden mit neutrophilen Granulocyten gemacht.
Sie haben den Vorteil, dass es sich hierbei um ein prima¨res Zellsystem handelt. Von großem
Nachteil erwies sich aber die Tatsache, dass Granulocyten zum Einen mit einer Lebensdauer
von 72 Stunden recht kurzlebig und zum Anderen schwer aufzureinigen sind. Die Aufreini-
gung ist sehr zeitaufwendig, und nicht immer ist gewa¨hrleistet, dass nach der Aufreinigung
genu¨gend reine, nicht voraktivierte Zellen fu¨r die Versuche zur Verfu¨gung stehen.
Es hat sich außerdem gezeigt, dass schon die Buffycoats, die die Grundlage der Isolie-
rung darstellen, nur auf bestimmte Art und Weise gewonnen werden du¨rfen bzw. behan-
delt werden mu¨ssen, um eine Voraktivierung der Zellen zu vermeiden. Die Kurzlebigkeit
der Granulocyten hat zur Folge, dass man sie nicht in Kultur halten kann, was eine zeitli-
che Beschra¨nkung fu¨r Versuche zur Signaltransduktionskaskade bedeutet. Deshalb wurde
im weiteren Verlauf dieser Arbeit mit anderen Zellsystemen und “Versuchsverfahren” (=
Aggregationsassay und Apoptose statt ELISA) gearbeitet. Bei einigen Zellen kommt es,
wie schon erwa¨hnt, durch bivalente Superantigene und anti-MHC-II–Antiko¨rper zur ho-
motypischen Aggregation, was auf die Beteiligung von Adha¨sionsmoleku¨len schließen la¨ßt.
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Zudem kommt es durch Adha¨sionsmoleku¨le zu einer Versta¨rkung der normalen Superan-
tigeninteraktion zwischen MHC-II–positiven Zellen und T-Zellen. So ist es zum Beispiel
mo¨glich, dass bivalente Superantigene MHC-II–Moleku¨le vernetzen, die Signaltransduk-
tion aber erst ausgelo¨st werden kann, wenn es durch die Verbru¨ckung von MHC-II zum
Kontakt zwischen beispielsweise LFA-1 und ICAM-1 kommt. Die MHC-II–Signaltransduk-
tion in reinen neutrophilen Granulozyten wurde erstmals 2001 von Lei et al. nachgewiesen.
Bei den Versuchen mit den neutrophilen Granulocyten sollte durch Blockierung ver-
schiedener Adha¨sionsmoleku¨le mit den entsprechenden Fab-Fragmenten der Antiko¨rper
eine Beteiligung dieser Moleku¨le untersucht werden. Der Einsatz von Fab- Fragmenten
verhindert eine Kreuzvernetzung der Adha¨sionsmoleku¨le u¨ber die zur Blockade eingesetz-
ten Antiko¨rper.
Zur eigentlichen Stimulation wurde rekombinantes SEA benutzt. Durch den Einsatz
von Mutanten dieses Superantigens, die an den Bindungsstellen fu¨r die MHC-II α-Kette
(SEAF47S) bzw. der MHC-II β-Kette (SEAH187A/H225A) einen Austausch von Ami-
nosa¨uren aufweisen, hat man ein eindeutiges und kontrolliertes System, das die Konta-
mination mit T-Zellen bzw. anderen stimulatorischen Substanzen (z.B. LPS) ausschließt.
Durch den Einsatz einer Mutante fu¨r beide MHC-II–Bindungsstellen (SEAF47S/H187A)
kann man zudem zwischen den Kontaminationen unterscheiden, da es keine Kreuzvernet-
zung mit dem TCR mehr gibt. Der Ausschluss der Kontaminationen ist dabei extrem
wichtig (Luhm et al., 1997; Fagin et al., 1997).
Die Ergebnisse dieser Inhibitionsversuche konnten eine Beteiligung der Adha¨sionsmo-
leku¨lketten CD11a und CD18, die zusammen das LFA-1 bilden, an der MHC-II–Signal-
transduktion zeigen. Obwohl LFA-1 mit ho¨herer Affinita¨t an ICAM-1 als an ICAM-3 bin-
det (Bleijs et al., 2000), weisen die Ergebnisse der Granulocytenversuche darauf hin, dass
ICAM-3 (CD50) als Ligand fu¨r LFA-1 wahrscheinlicher ist als ICAM-1 (CD54). ICAM-3
wird besonders stark auf naiven T-Zellen exprimiert und ist essentiell fu¨r das erste Abtas-
ten der Oberfla¨che von APCs durch T-Zellen, wie die Inhibierung der T-Zell Proliferation
durch ICAM-3 blockierende Antiko¨rper beweist (Starling et al., 1995; Montoya et al., 2002).
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Auch de la Fuente et al. (2005) sprechen von einer Schlu¨sselrolle des ICAM-3 und in gerin-
gerem Ausmaß auch ICAM-1 beim ersten Kontakt von T-Zellen mit Dendritischen Zellen,
wobei die Initialbindung, vermittelt von ICAM-3 auf T-Zell–Seite an LFA-1, auf Seite der
Dendritischen Zellen zur Ansammlung von MHC-II– und anderen costimulierenden Mo-
leku¨len vor der Antigenerkennung durch den T-Zellrezeptor fu¨hrt. Auch die Ergebnisse
dieser Arbeit sprechen fu¨r die Notwendigkeit von Adha¨sionsmoleku¨len, zumindest bei der
Aktivierung von PMN. Außerdem konnten L-Zellen bzw. CHO-Zellen, die nach stabiler
Transfektion HLA-DR exprimieren, durch bivalente Superantigene nicht aktiviert werden.
Dass das MHC-II auf diesen Zellen funktionell ist, wird dadurch bewiesen, dass die MHC-
II–Moleku¨le Superantigene an T-Zellen pra¨sentiert ko¨nnen.
Fu¨r weitere Versuche wurden die B-Zelllinien Raji und BJAB sowie die humanen Mono-
cytenzelllinien MonoMac-1 und THP-1 benutzt und auf ihre Oberfla¨chenmoleku¨le CD11a,
CD11b, CD18, CD50 und CD54 hin am Durchflusscytometer u¨berpru¨ft. CD11a bildet, wie
schon erwa¨hnt, zusammen mit CD18 das LFA-1, wa¨hrend CD11b und CD18 Mac-1 darstel-
len. Der Nachweis, dass die verwendeten Zellen MHC-II auf ihren Oberfla¨chen exprimieren,
erfolgte ebenfalls am Durchflusscytometer mittels der anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 und
DA6.231. Die THP-1 Zellen wurden unstimuliert und nach 24-stu¨ndiger Inkubation mit
IFN-γ am Durchflusscytometer untersucht.
Die Stimulation mit IFN-γ induziert die Expression von MHC-II–Moleku¨len. Hierbei
ergab sich, dass alle Zellen LFA-1 (CD11a und CD18) auf ihren Oberfla¨chen exprimieren.
CD11b konnte nur auf den B-Zelllinien nachgewiesen werden. Bei mit IFN-γ vorbehandel-
ten THP-1 Zellen war ein schwaches Signal entsprechend einer geringen Expression von
CD11b zu erkennen. CD54 (ICAM-1) wurde von allen Zellen, bei den THP-1 Zellen nach
Inkubation mit IFN-γ exprimiert, CD50 (ICAM-3) nur von MonoMac-1- und BJAB-Zellen.
MHC-II war auf allen Zellen nachweisbar, interessanterweise auch bei nicht vorinkubierten
THP-1 Zellen, hier aber nur mit dem anti-MHC-II–Antiko¨rper L243. Mit dem anti-MHC-
II–Antiko¨rper DA6.231 war erst nach der Vorinkubation mit IFN-γ eine Expression von
MHC-II–Moleku¨len im Durchflusscytometer zu erkennen.
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Im Rahmen der Voruntersuchungen der Zellen wurden auch die DR-Zellen DR1, Dw53
und DR1αK39S, die fu¨r das Austesten des SEAs und der SEA-Mutanten beno¨tigt werden,
im Durchflusscytometer auf ihre MHC-II–Expression hin u¨berpru¨ft. Hierbei ergab sich, dass
der anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 nicht in der Lage ist, an die DR-Mutante DR1αK39S zu
binden. Dieses la¨ßt die Schlußfolgerung zu, dass dieser Antiko¨rper an K39 der α-Kette des
MHC-II–Komplexes bindet, wa¨hrend der anti-MHC-II–Antiko¨rper DA6.231 eine andere
Bindungsstelle fu¨r den MHC-II–Komplex besitzt, da er sowohl an den Wildtyp als auch an
die zwei Mutanten binden kann.
Als Auswertesystem wurde der Aggregationsassay gewa¨hlt. Da die MHC-II–Signal-
transduktion bei der homotypischen Aggregation eine wichtige Rolle spielt (Mourad et al.,
1990; Ramirez et al., 1992), bietet dieses System die direkte Mo¨glichkeit, die Reaktion
auf verschiedene Stimulanzien zu untersuchen. Bei den Versuchen stellte sich heraus, dass
sowohl MonoMac-1, BJAB- als auch Raji-Zellen nach Stimulation mit den anti-MHC-II–
Antiko¨rpern L243 und DA6.231 in der Lage waren, Aggregate zu bilden. Die Stimula-
tion mit SEAwt fu¨hrte hingegen nur bei MonoMac-1 und BJAB-Zellen, nicht aber bei
Raji-Zellen, zur Aggregatbildung. Die als Kontrollen fu¨r das SEAwt mitgefu¨hrten SEA-
Mutanten waren nicht zur Aggregatbildung fa¨hig. Wenn man sich nun die Ergebnisse aus
der Durchflusscytometrie ansieht, fa¨llt auf, dass der einzige Unterschied der drei verwende-
ten Zellen bei den untersuchten Oberfla¨chenmoleku¨len das ICAM-3 (CD50) war, welches
auf Raji-Zellen nicht exprimiert wird.
Um zu u¨berpru¨fen, ob ICAM-3 (CD50) an der Aggregatbildung durch SEAwt beteiligt
ist, wurden Fab-Fragmente von anti-CD50-Antiko¨rpern angefertigt. Diese Fragmente sind
nur noch zur Blockierung in der Lage. Eine Quervernetzung der CD50-Moleku¨le oder eine
Beteiligung des Fc-Rezeptors ist somit ausgeschlossen. Die Ergebnisse der MonoMac-1
Zellen im Aggregationsassay zeigten einen deutlichen Ru¨ckgang der Aggregatbildung durch
SEAwt, wenn vorher die Fab-Fragmente des anti-CD50-Antiko¨rpers zugegeben wurden.
Somit ist CD50 fu¨r die Aggregation der Zellen durch SEA von Bedeutung, was sich auch
mit den Ergebnissen der Granulocytenversuche deckt.
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Um zu untersuchen, ob der Fc-Teil der anti-MHC-II–Antiko¨rper an der Aggregati-
on beteiligt ist, wurden von dem anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 F(ab)2-Fragmente herge-
stellt. Diese Fragmente sind noch zur Quervernetzung in der Lage, besitzen aber keinen
Fc-Teil mehr. Dieser Versuch wurde mit Raji-Zellen durchgefu¨hrt, weil diese die gro¨ßte
Dichte an MHC-II–Moleku¨len auf der Oberfla¨che besitzen. Der anti-MHC-II–Antiko¨rper
L243 wurde genommen, weil er in den vorangegangenen Experimenten bessere Resultate
als der anti-MHC-II–Antiko¨rper DA6.231 brachte. Hier konnte gezeigt werden, dass die
F(ab)2-Fragmente ebenso wie der intakte Antiko¨rper zur Aggregatbildung befa¨higt sind.
Der Fc-Teil des Antiko¨rpers ist also bei der Aggregation u¨ber anti-MHC-II–Antiko¨rper
nicht notwendig.
Immer wieder ist in der Literatur auch die Bedeutung des Vorkommens der MHC-II–
Komplexe in Lipid Rafts diskutiert worden. Der prozentuale Anteil der sich in Lipid Rafts
befindenden MHC-II–Moleku¨le ist in Abha¨ngigkeit von der Art der antigenpra¨sentierenden
Zelle (APC) und dem Grad ihrer Aktivierung variabel (Anderson et al., 2000; Setterblad
et al., 2001, 2003; Kropshofer et al., 2002). Zudem scheint es so zu sein, dass Immunantwort
auslo¨sende MHC-II–Signale in den Rafts, Immunantwort beendende Signale außerhalb der
Rafts stattfinden (Huby et al., 1999; Becart et al., 2003; Guo et al., 2003).
Zur U¨berpru¨fung, ob die Aggregatbildung von der Ansammlung der MHC-II–Komplexe
in Lipid Rafts abha¨ngt, wurden die Lipid Rafts mittels MβCD zersto¨rt. Hierbei zeigte
sich, dass nach der Vorbehandlung der Zellen mit MβCD sowohl das Superantigen SEA als
auch der anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 nicht mehr in der Lage war, die Aggregation der
Zellen auszulo¨sen. Zudem scheint es so zu sein, dass die Lipid Rafts in der Lage sind, sich
schnell zu regenerieren. Bei Versuchen, bei denen die Zellen nach der Vorbehandlung mit
MβCD vor der eigentlichen Stimulation nochmal gewaschen wurden und neues Medium
bekamen, sank die Zahl der gebildeten Aggregate bei Stimulation mit dem anti-MHC-II–
Antiko¨rper L243 zwar auf unter 50%, dennoch war die Aggregatbildung signifikant. Die
Versuche ergaben also, dass die MHC-II–Moleku¨le fu¨r die Aggregation der Zellen in Lipid
Rafts vorliegen mu¨ssen, und dass die Aggregation der Zellen somit zur Auslo¨sung der
Kapitel 6. Diskussion 98
Immunantwort beitra¨gt.
Wie schon erwa¨hnt, sind bivalente Superantigene in der Lage, MHC-II–Moleku¨le zu
vernetzen und so Zellen T-Zell unabha¨ngig zu aktivieren. Zur Kla¨rung der Frage, ob das
bivalente Superantigen zwei unterschiedliche Bindungsstellen fu¨r MHC-II–Komplexe, also
eine fu¨r die α-Kette und eine fu¨r die β-Kette wie beispielsweise das SEAwt, zur Aktivierung
beno¨tigt, oder ob die Aggregation von Zellen auch mit zwei homogenen Bindungsstellen
mo¨glich ist, wurden die Superantigene SPEA und SPEC aus S. pyogenes zur Stimulation
eingesetzt. Diese Superantigene sind monovalent, bilden aber spontan Dimere. Fu¨r SPEA
wurde zusa¨tzlich der Antiko¨rper UH-1 eingesetzt, der das Superantigen SPEA vernetzt und
somit die Dimerisierung begu¨nstigt. Der Versuch zeigte, dass die BJAB-Zellen sowohl mit
SEA, als auch mit SPEC Aggregate bildeten. SPEA war nur zusammen mit dem Antiko¨rper
fu¨r SPEA UH-1 zur Aggregatbildung fa¨hig. Insgesamt lassen diese Ergebnisse jedoch darauf
schließen, dass es fu¨r die Aggregatbildung nicht von Bedeutung ist, ob es sich bei den
bivalenten Superantigenen um solche mit heterogenen oder homogenen Bindungsstellen
fu¨r MHC-II–Moleku¨le handelt.
Desweiteren werden in der Literatur verschiedene MHC-II–Signaltransduktionswege be-
schrieben. So spielt neben den Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK) und den Mitogen-aktivier-
ten Proteinkinasen (MAPKs) die Proteinkinase C (PKC) eine wichtige Rolle. In B-Zellen
wurde bereits die U¨bermittlung von PKC-Signalen durch MHC-II gezeigt (Cambier et al.,
1987; Brick-Ghannam et al., 1991; Becart et al., 2003). Setterblad et al. (2004) berichteten,
dass die Aktivierung der Proteinkinase C in antigenpra¨sentierenden Zellen zur Aktivierung
von T-Lymphocyten beitra¨gt. Zudem scheint es so zu sein, als blockiere die Inhibition der
PKC, nicht aber die Inhibierung der Tyrosinkinasen den MHC-II–vermittelten Zelltod
(Bertho et al., 2002; Castaigne et al., 2002; Guo et al., 2003). Das wu¨rde darauf hinwei-
sen, dass der Signaltransduktionsweg u¨ber PKC am Zelltod beteiligt wa¨re, wa¨hrend die
Tyrosinkinasen eher bei der Proliferation und Differenzierung von Zellen sowie der Cyto-
kinproduktion eine Rolle spielt.
Um zu u¨berpru¨fen, ob die Proteinkinase C bei der Zellaggregation von Bedeutung ist,
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wurden BJAB-Zellen mit Calphostin C vorinkubiert. Calphostin C ist ein PKC-Inhibitor.
Es zeigte sich, dass nach der Inhibition der PKC keine Aggregatbildung durch SEAwt
mehr mo¨glich war, wa¨hrend die Aggregatbildung u¨ber den anti-MHC-II–Antiko¨rper L243
kaum beeintra¨chtigt wurde. Das la¨ßt darauf schließen, dass bei der Aggregation u¨ber Su-
perantigene die Proteinkinase C beteiligt sein muß, wa¨hrend bei der Aggregation u¨ber
den anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 ein anderer, oder zumindest ein weiterer Signaltrans-
duktionsweg eine Rolle spielt. Dieses wu¨rde bedeuten, dass die Superantigen–vermittelte
MHC-II–Signaltransduktion u¨ber PKC ablaufen und zum Zelltod fu¨hren wu¨rde. Dieses
wu¨rde der Aussage, dass Immunantwortauslo¨sende MHC-II–Signale innerhalb von Lipid
Rafts stattfinden, wa¨hrend die Signale, die zur Beendigung der Immunantwort, also dem
Zelltod, fu¨hren, außerhalb von Lipid Rafts ablaufen (Huby et al., 1999; Becart et al., 2003;
Guo et al., 2003), insofern widersprechen, als dass die Ergebnisse in dieser Arbeit ergeben
haben, dass Lipid Rafts fu¨r die SEA–vermittelte Aggregation notwendig sind.
Andererseits gibt es zehn verschiedene Isotypen von PKC (Ohno und Nishizuka, 2002).
Verschiedene Zellen exprimieren unterschiedliche PKC-Isotypen, auch die Art der PKC-
Isotyp Expression ist zelltypspezifisch. Jede Zelle hat also ein spezielles PKC-Muster. So
exprimiert die monocyta¨re Vorla¨uferzelle THP-1 beispielsweise die PKCs α, γ, δ, η und ζ
(Thabard et al., 2001). Aufgrund von Prima¨rstrukturen und biochemischen Eigenschaften
wie beispielsweise der Aktivierung werden die Isotypen in drei verschiedene Klassen einge-
teilt (Ohno und Nishizuka, 2002; Becart et al., 2003). Zu den klassischen PKCs (cPKC)
geho¨ren die Isotypen α, βI , βII und γ. Die Isotypen δ, , η, und Θ geho¨ren zu den neuen
PKCs (nPKC), und zu den atypischen PKCs (aPKC) za¨hlen die Isotypen ζ und λ (Thabard
et al., 2001; Ohno und Nishizuka, 2002; Becart et al., 2003). Jedes Isoenzym hat spezielle
Funktionen (Thabard et al., 2001). So sind beispielsweise die aPKCs an so wichtigen Zell-
funktionen wie Proliferation und U¨berleben beteiligt (Lallena et al., 1999). Zudem ko¨nnen
verschiedene Isoformen verschiedene Signaltransduktionswege auf unterschiedliche Weise
entweder u¨ber verschiedene Wege oder gleiche Wege auf unterschiedliche Art aktivieren
(Schoenwasser et al., 1998; Lallena et al., 1999).
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Die Vero¨ffentlichungen, in denen berichtet wird, dass der Signaltransduktionsweg u¨ber
PKC am Zelltod beteiligt ist, beruhten auf Untersuchungen von PKC-Isotypen aus den
klassischen und neuen PKCs. So berichteten Guo et al. (2003), dass HLA-DR Signaltrans-
duktion zum PKCβ-abha¨ngigen Zelltod außerhalb von Lipid Rafts in B-Zellen fu¨hrt. Auch
bei Castaigne et al. (2002) war der Zelltod in aktivierten Monocyten PKCβ–vermittelt,
wa¨hrend es sich bei Bertho et al. (2002) um das Isoenzym PKCδ, welches durch Akti-
vierung zur MHC-II–vermittelten Apoptose fu¨hrte, handelte. Somit ist es auch denkbar,
dass verschiedene Stimulanzien unterschiedliche Isotypen der PKC aktivieren, so dass eine
Aktivierung der PKC nicht automatisch zum Zelltod fu¨hren muß, sondern es je nach ak-
tiviertem Isotyp der PKC zur Proliferation oder auch noch anderen Reaktionen kommen
kann.
Da die verschiedenen Klassen der Proteinkinase C unterschiedlich reguliert werden,
liegt die Vermutung nahe, dass es Unterschiede in der PKC-Aktivierung durch MHC-II–
Moleku¨le innerhalb oder außerhalb Lipid Rafts gibt. Vielleicht wird die Zellaggregation
aber auch nicht direkt durch MHC-II–vermittelt, sondern durch dass assoziierte Corezep-
tormoleku¨l, so dass die Lipid Rafts deshalb von Wichtigkeit sind, weil sich MHC-II und
die Corezeptormoleku¨le dort ansammeln mu¨ssen, um eine Reaktion auslo¨sen zu ko¨nnen.
Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die U¨berpru¨fung, ob die Stimulation mit Su-
perantigenen oder anti-MHC-II–Antiko¨rpern in Zellsystemen Apoptose induzieren kann.
Die Apoptose wurde mittels Annexin-Kit im Durchflusscytometer untersucht. Es zeigte
sich, dass außer dem Camptothecin nur der anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 in der Lage
war, Apoptose auszulo¨sen. Stimulation mit dem anti-MHC-II–Antiko¨rper DA6.231 fu¨hr-
te in den untersuchten THP-1-und MonoMac-1 Zellen nicht zur Apoptoseinduktion. Bei
Rajizellen kam es nur durch Camptothecin zur Apoptose der Zellen. SEAwt fu¨hrte in kei-
nem der Zellsysteme zur Apoptose, ebenso wie die untersuchten Superantigene SPEA und
SPEC und, wie zu erwarten, die SEA Mutanten auf THP-1 Zellen, auch wenn Thibe-
ault et al. (1999) die Superantigen-induzierte Apoptose fu¨r humane periphere Monozyten
gezeigt haben.
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Da, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, der anti-MHC-II–Antiko¨rper DA6.231 ein ande-
res Epitop des MHC-II–Komplexes erkennt als der anti-MHC-II–Antiko¨rper L243, deuten
die Ergebnisse darauf hin, dass die MHC-II–vermittelte Apoptoseinduktion durch anti-
MHC-II–Antiko¨rper u¨ber K39 der α-Kette des MHC-II–Komplexes la¨uft, da ja der anti-
MHC-II–Antiko¨rper im Gegensatz zum anti-MHC-II–Antiko¨rper DA6.231 dort bindet.
Auch bei der Induktion der Mobilisation von Ca2+ durch murine anti-MHC-II–Antiko¨rper
konnte gezeigt werden, dass diejenigen Antiko¨rper, die spezifisch fu¨r die α-Kette von MHC-
II sind zur Ca2+ Mobilisation fu¨hren, die Antiko¨rper, die mit der β-Kette des MHC-II–
Komplexes reagieren hingegen nicht (Nashar und Drake, 2006). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass die β-Kette essentiell fu¨r die PKC Translokation zum Zellkern nach der Liga-
tion von MHC-II durch MHC-II β-Ketten spezifische murine Antiko¨rper ist (Chen et al.,
1987).
Fu¨r die Bindung von L243 und SEAwt an die α-Kette des MHC-II–Komplexes ist K39
essentiell. Doch obwohl beide Liganden an die gleiche Stelle binden, unterscheiden sie sich
in der daraus resultierenden Zellantwort. Beide waren in der Lage, homotypische Aggre-
gation in MonoMac-1 und BJAB-Zellen auszulo¨sen, aber nur der anti-MHC-II–Antiko¨rper
L243 war in der Lage, in Monocyten und B-Zellen Apoptose zu induzieren. Das weist dar-
aufhin, dass die Bindungsstelle eines Liganden an sein Rezeptormoleku¨l nicht das einzige
Kriterium ist, der das Ergebnis der funktionalen Antwort bestimmt. Der Antiko¨rper L243
hat zwei identische Antigenbindungsstellen, die gegen K39 der MHC-II α-Kette gerichtet
sind. Im Gegensatz dazu bindet das Superantigen SEAwt mit einer Bindungsstelle an die
α-Kette und mit der anderen an die β-Kette des MHC-II–Komplexes, was dafu¨r spricht,
dass die ra¨umliche Orientierung der Moleku¨le fu¨r ein funktionsfa¨higes Ergebnis der MHC-
II–Kreuzvernetzung entscheidend ist. So fu¨hrt eine direkte Verbindung von zwei α-Ketten,
wie durch L243, zu einem apoptotischen Signal. Heterogene Kreuzvernetzung von α- und
β–Kette sowie homogene Verbru¨ckung zweier β–Ketten, wie durch DA6.231, tun dies nicht.
Eine mo¨gliche Erkla¨rung dafu¨r ko¨nnen unterschiedliche akzessorische Moleku¨le sein,
die durch die Verbindung zweier α-Ketten in unmittelbare Na¨he gebracht werden, was sie
Kapitel 6. Diskussion 102
dann dazu befa¨higt, das apoptotische Signal zu vermitteln. Heterogene Assoziation von
α- und β-Ketten sowie homogene Aggregation zweier β-Ketten schaffen diese Na¨he nicht,
weshalb es nicht zur Auslo¨sung eines apoptotischen Signals kommt. Desweiteren spielt
wahrscheinlich auch die Art des Liganden und seine ra¨umliche Orientierung eine Rolle,
da auch das dimerisierte Superantigen SPEA, das zwei α-Ketten vernetzt, keine Apoptose
auslo¨sen kann.
Die Zellaggregation, die durch die anti-MHC-II–Antiko¨rper und SEAwt ausgelo¨st wird,
kann auf ganz anderen assoziierten Signalmoleku¨len beruhen, als die die fu¨r die Apop-
tose beno¨tigt werden. Eine Vermutung ist, dass die Zellaggregation nicht mit anderen
Signaltransduktionsereignissen zu vergleichen ist und die Stimulation durch anti-MHC-II–
Antiko¨rper auf einem anderen Mechanismus beruht als die Stimulation durch das Super-
antigen SEAwt. Die ra¨umliche Orientierung der dimerisierten MHC-II–Moleku¨le und den
assoziierten Proteinen ist ein wichtiger Faktor fu¨r die Art des u¨bermittelten Signals und
somit natu¨rlich auch fu¨r die daraus resultierende Zellantwort. Diese Ergebnisse zeigen,
dass nicht nur die Art und Zusammensetzung der assoziierten Proteine, sondern auch die
sterischen Faktoren betrachtet werden mu¨ssen.
Festzuhalten bleibt weiterhin, dass bei der Superantigen–vermittelten T-Zellunabha¨ngi-
gen MHC-II–Signaltransduktion die Lipid Rafts von großer Bedeutung sind. Zudem scheint
CD50 (ICAM-3) an der Zellaggregation durch Superantigene eine Rolle zu spielen und
somit der wahrscheinliche Ligand fu¨r das LFA-1 bei der MHC-II–Signaltransduktion durch
Superantigene zu sein. Zur Definition der minimalen Signaleinheit der MHC-II–Signaltrans-
duktion ist es sinnvoll, diese Adha¨sionsmoleku¨le in zuku¨nftigen Arbeiten mit MHC-II zu
coexprimieren, so dass die Signaltransduktionswege detailliert untersucht werden ko¨nnen.
Durch die verschiedenen transfizierten Zellen (nur MHC-II, MHC-II und LFA-1, MHC-
II und ICAM-3, MHC-II und LFA-1 und ICAM-3) und evtl. den Einsatz von lo¨slichem
LFA-1 (sLFA-1) ko¨nnte zudem untersucht werden, ob die Kreuzvernetzung von MHC-II–
Moleku¨len auf einer oder auf zwei Zellen stattfinden muss, um eine Signaltransduktions-
kaskade auszulo¨sen.
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Fu¨r die Vernetzung spielt es keine Rolle, ob es sich bei den bivalenten Superantigenen
um solche mit heterogenen oder homogenen Bindungsstellen fu¨r MHC-II handelt. Die Zell-
aggregation durch Superantigene la¨uft u¨ber PKC ab. Trotz der Tatsache, dass in T-Zellen
(Lavoie et al., 2001) sowie in humanen peripheren Monocyten (Thibeault et al., 1999)
Apoptoseinduktion durch MHC-II–Superantigen-Interaktion beschrieben wurde, konnte in
den in dieser Arbeit untersuchten Zellsystemen, Monocyten und B-Zelllinien, keine Apop-
toseinduktion durch Superantigene nachgewiesen werden. Das wu¨rde dafu¨r sprechen, dass
Superantigene ein Isoenzym der Klasse der atypischen PKCs aktivieren, was nicht zum
Zelltod, sondern zum U¨berleben der Zellen fu¨hrt.
Auch bei der Antiko¨rper–vermittelten Zellaggregation war die Notwendigkeit des Vor-
kommens der MHC-II–Moleku¨le in Lipid Rafts klar zu erkennen, eine Beteiligung der PKC
an der Zellaggregation konnte jedoch ausgeschlossen werden. Außerdem konnte gezeigt wer-
den, dass der Fc-Teil der anti-MHC-II–Antiko¨rper nicht fu¨r die Zellaggregation beno¨tigt
wird.
Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte dazu beigetragen werden, den komplexen
Mechanismus der MHC-II–Signaltransduktion ein Stu¨ck weiter aufzukla¨ren, wodurch es ir-
gendwann vielleicht mo¨glich sein wird die Entstehung der durch Superantigene ausgelo¨sten
Krankheiten zu verstehen und diese erfolgreich zu behandeln.
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7. Zusammenfassung
Der MHC-II–Komplex beeinflusst u.a. die Antigenerkennung durch T-Zellen, die Abstos-
sung von u¨bertragenem Gewebe und die Anfa¨lligkeit fu¨r viele immunologische Erkrankun-
gen, was das hohe klinische Interesse am menschlichen MHC-II erkla¨rt. In dieser Arbeit
wurden verschiedene grundlegende Aspekte der MHC-II–Signaltransduktion durch Super-
antigene und Antiko¨rper untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass die MHC-II–Signaltransduktion durch Superantigene
LFA-1 und ICAM-3 als Adha¨sionsmoleku¨le beno¨tigt, wohingegen Mac-1 als Adha¨sionsmo-
leku¨l ausgeschlossen werden konnte. Sowohl fu¨r die Superantigen– wie auch die Antiko¨rper–
vermittelte MHC-II–Signaltransduktion ist das Vorhandensein der MHC-II–Moleku¨le in
Lipid Rafts bei der Zellaggregation von großer Bedeutung. Dagegen wird der Fc-Teil des
anti-MHC-II–Antiko¨rpers L243 zur homotypischen Zellaggregation nicht beno¨tigt.
Desweiteren ergaben die Versuche, dass es fu¨r die Superantigen–vermittelte Signal-
transduktion nicht von Bedeutung ist, ob die Bindungsstellen des Superantigens fu¨r das
MHC-II–Moleku¨l homo- oder heterogen sind. Außerdem wurde gezeigt, dass die MHC-II–
Signaltransduktion durch Superantigene, nicht aber diejenige durch Antiko¨rper, u¨ber die
PKC la¨uft. Hierbei scheint es so zu sein, dass SEA die Isoformen der atypischen PKC
aktiviert, da es nicht, wie beispielsweise fu¨r die klassischen und neuen PKCs beschrieben,
zur Apoptose kam. Von den untersuchten Antiko¨rpern und Superantigenen war nur der
anti-MHC-II–Antiko¨rper L243 zur Induktion von Apoptose fa¨hig. Es konnte gezeigt wer-
den, dass das apoptotische Signal u¨ber das Epitop K39 der α-Kette des MHC-II–Moleku¨ls
weitergeleitet zu werden scheint. Die Ergebnisse zeigen aber auch, dass nicht nur die Bin-
dungsstelle eines Liganden an seinen Rezeptor, sondern auch die Orientierung der Moleku¨le
im Raum von Bedeutung ist.
Insgesamt sind mit dieser Arbeit grundlegende Erkenntnisse u¨ber die MHC-II–Signal-
transduktion gewonnen worden, die als Grundlage weiterer Untersuchungen und somit
einer spa¨teren Entwicklung von Beka¨mpfungsmo¨glichkeiten verschiedener immunologischer
Erkrankungen dienen ko¨nnen.
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